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Informacoes gerais

Description
Alinha celular LM/TK- (LMTK-) é derivada de fibroblastos murinos e caracteriza-se pela auséncia de atividade da

timidina quinase (TK). Esta linha celular é particularmente (til na investigacdo em genética e biologia molecular,
onde serve de sistema modelo para estudar a funcdo dos genes, a replicagdo do ADN e a recombinagao. A
auséncia de TK nestas células permite a selegdo de mutantes ou células recombinantes que recuperaram a
atividade de TK, o que as torna valiosas em estudos que envolvem mutantes deficientes em TK e para a sele¢ao
de clones TK-positivos apos transfec¢do com ADN exdgeno. Esta linha celular, derivada de uma sub-linhagem da
linha celular de fibroblastos de ratinho L-M que é resistente a BUdR, é potencialmente utilizada para estudos
genéticos e bioquimicos, como a transferéncia de genes e a hibridagdo de células somaticas. As células LM/TK-
sdo habitualmente utilizadas em investigagdo que envolve o gene da timidina quinase do virus do herpes
simplex (HSV), uma vez que constituem um fundo crucial para a selecédo de transformantes do gene HSV-TK. Isto
tem implicagdes significativas na investigacdo da terapia genética, em que o HSV-TK é utilizado em estratégias
de terapia genética suicida para matar seletivamente células cancerigenas. Além disso, estas células sdo
utilizadas na produgdo de virus recombinantes e na analise da expressdo e replicagdo de genes virais. A linha
celular LMTK- desempenha assim um papel fundamental no avanco da nossa compreensao da manipulagdo
genética e no desenvolvimento de estratégias terapéuticas.

Organism Rato

Tissue Tecido conjuntivo subcutaneo, aréola mamaria e gordura

Synonyms L-M[TK-], LM TK negativo, L-M (TK-), L M (TK-), LM(TK-), LM(tk-), LM-TK-, LMTK-, L cells (TK-), L(TK-), L(tk-)
Carateristicas

Breed/Subspecies C3H/An

Age 100 dias
Gender Masculino
Morphology Tipo fibroblastos
Growth Aderente
properties

Dados regulamentares

Citation LM/TK(LMTK-) (nimero de catalogo Cytion 305176)
Biosafety level 1
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NCBI_TaxID

10090

CellosaurusAccession CVCL_4536

Dados biomoleculares

Antigen
expression

Tumorigenic

Manuseamento

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Fluid renewal

H-2k

Sim, em ratos nude (os tumores desenvolveram-se em 21 dias com uma frequéncia de 100% (5/5) em ratos nude
inoculados por via subcutanea com 1x10” células).

DMEM, com: 4,5 g/L de glucose, com: 4 mM de L-Glutamina, com: 3,7 g/L de NaHCO3, com: 1,0 mM de piruvato
de sddio (nimero de artigo Cytion 820300a)

Completar o meio com 10% de FBS

Accutase

Retirar o meio antigo das células aderentes e lava-las com PBS sem calcio e magnésio. Nos frascos T25, utilizar
3-5 ml de PBS e, nos frascos T75, 5-10 ml. Em seguida, cobrir completamente as células com Accutase, utilizando
1-2 ml para os frascos T25 e 2,5 ml para os frascos T75. Deixar as células incubar a temperatura ambiente
durante 8-10 minutos para as destacar. Apés a incubagdo, misturar suavemente as células com 10 ml de meio
para as ressuspender e, em seguida, centrifugar a 300xg durante 3 minutos. Deitar fora o sobrenadante,
ressuspender as células em meio fresco e transferi-las para novos frascos que ja contenham meio fresco.

1:3a1:4

2 vezes por semana

Freeze Como meio de criopreservagao, utilizamos um meio de crescimento completo (incluindo FBS) + 10% DMSO para

medium uma viabilidade pds-descongelamento adequada, ou CM-1 (nimero de catalogo Cytion 800100), que inclui
osmoprotectores optimizados e estabilizadores metabdlicos para melhorar a recuperagéo e reduzir o stress
induzido pela crio.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Confirme que o frasco permanece profundamente congelado aquando da entrega, uma vez que as

células s3o enviadas em gelo seco para manter as temperaturas ideais durante o transporte.

2. Apds a recegdo, armazenar o frasco criogénico imediatamente a temperaturas inferiores a -150°C para
garantir a preservacdo da integridade celular, ou avancgar para o passo 3 se for necessaria uma cultura
imediata.

3. Parauma cultura imediata, descongelar rapidamente o frasco imergindo-o num banho de dgua a 37°C
com agua limpa e um agente antimicrobiano, agitando suavemente durante 40-60 segundos até ficar
um pequeno aglomerado de gelo.

4. Efetuar todos os passos subsequentes em condi¢8es estéreis numa capela de fluxo, desinfectando o
frasco criogénico com etanol a 70% antes de o abrir.

5. Abrir cuidadosamente o frasco desinfectado e transferir a suspensdo de células para um tubo de
centrifugacdo de 15 ml contendo 8 ml de meio de cultura a temperatura ambiente, misturando
suavemente.

6. Centrifugar a mistura a 300 x g durante 3 minutos para separar as células e eliminar cuidadosamente o
sobrenadante que contém o meio de congelagao residual.

7. Ressuspender suavemente o pellet de células em 10 ml de meio de cultura fresco. No caso de células
aderentes, dividir a suspensao entre dois frascos de cultura T25; no caso de culturas em suspensao,
transferir todo o meio para um frasco T25 para promover uma intera¢do e um crescimento eficazes das
células.

8. Cumprir os protocolos de subcultura estabelecidos para o crescimento e manutengdo continuos da
linha celular, garantindo resultados experimentais fiaveis.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5% s atmosfera humidificada.

Flask Coating
Para uma fixac&o e viabilidade dptimas apds a descongelacdo, recomendamos a utilizacdo de frascos ou placas

revestidos com colagénio.

Freezing
Procedure As linhas celulares criopreservadas sao expedidas em gelo seco em embalagens validadas e isoladas com

refrigerante suficiente para manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da rececdo,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.
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z::‘pd':;lt?ogns As linhas celulares criopreservadas sdo expedidas em gelo seco em embalagens validadas e isoladas com
refrigerante suficiente para manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da recegdo,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.

Storage

Conditions Para conservagdo a longo prazo, colocar os frascos em azoto liquido em fase de vapor a uma temperatura entre

-150 e -196 °C. O armazenamento a -80 °C € aceitavel apenas como um curto passo intermédio antes da
transferéncia para azoto liquido.

Controlo de qualidade / Perfil genético [ HLA

Sterility
A contaminagdo por micoplasma é excluida utilizando ensaios baseados em PCR e métodos de detegdo de
micoplasma baseados em luminescéncia.
Para garantir que ndo ha contaminagdo bacteriana, fungica ou de leveduras, as culturas de células séo sujeitas a
inspecgdes visuais diarias.
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