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Vseobecné informacie

Description
Bunky sarkdmu Meth A, pochadzajlice z chemicky indukovaného nadoru u mysi Balb/c, predstavuju klicovy
model na pochopenie bioldgie nadorov a molekularnych mechanizmov riadiacich vyvoj sarkému. Klicovym
aspektom vyskumu sarkémovych buniek Meth A je Stidium proteinu p53, ktory stvisi s transformaciou a je
znamy svojou Ulohou pri potlacani nadorov. Typicky je p53 velmi labilny, ale jeho stabilita je vyrazne zvySena v
mnohych fibrosarkémovych bunkovych liniach odvodenych od nadorov vyvolanych fyzikalnymi alebo
chemickymi latkami. Tato stabilizacia ¢asto koreluje s tvorbou stabilného komplexu s pribuznym proteinom
tepelného Soku hsc70.
Je zaujimavé, Ze sarkémové bunky Meth A vykazuji jedinecné spravanie, pokial ide o stabilitu p53. Napriek
tomu, Ze p53 je v tychto bunkach velmi stabilny, nie je v nich zistitelna interakcia s hsc70. To naznacuje, Ze
neschopnost vytvorit takyto komplex je pravdepodobne spésobend primarnou Struktdrou endogénneho p53.
Ked'sa do buniek sarkdomu Meth A zaved iné varianty p53, komplex p53-hsc70 sa vytvori, ¢o naznacuje, Ze
primarna Struktura p53 je rozhodujlcim faktorom interakcie s hsc70 a nasledne jeho stability.
DalSie vyskumy s pouZitim stabilnych transfekénych experimentov odhalili, Ze rézne varianty p53 sa v rznych
transformovanych typoch buniek rozkladaji réznou rychlostou, ¢o zdérazriuje Glohu primarnej Struktiry p53 pri
urcovani rychlosti jeho obratu. Okrem toho bunkové prostredie tieZ ovplyvriuje stabilitu p53, ¢o dokazuje
rozdielna rychlost degradacie aspon jedného variantu p53 v netransformovanych bunkach BALB/c-3T3 v
porovnani s transformovanymi bunkami fibrosarkému. To poukazuje na komplexnt suhru medzi genetickymi
faktormi a bunkovym kontextom pri reguldcii stability a funkcie p53 v bunkach sarkomu Meth A.

Organism My3

Tissue KoZa

Disease Fibrosarkém

Synonyms Meth A, Meth-A, Meth-A-sarkom

Charakteristika

Breed/Subspecies BALB/c

Age Dospeli

Gender Zeny

Morphology Okrihle bunky

Growth Pozastavenie

properties
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Regulacne udaje

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

Sarkém Meth A (katalégové Cislo Cytion 400284)

10090

CVCL_5798

Biomolekularne udaje

Tumorigenic
Spracovanie

Culture
Medium

Supplements
Doubling time

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Ano

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)

Doplrite médium o 10 % FBS
28 az 30 hodin

Nechajte agregaty buniek usadit sa na dne flase, zlikvidujte supernatantné médium, rozptylte bunky jemnym
pipetovanim a rozdelte do novych flia$. Resuspendujte bunkovi suspenziu vo flasi a odoberte reprezentativnu
alikvétu na spotitanie poctu buniek na ml. Zriedte bunkovii suspenziu na 1x10° buniek/ml &erstvym médiom a
preneste do novych flias.

Za&nite nové kultdry s pouZitim 2 aZ 3 x 108 buniek/ml. Akonahle sa bunky zotavia z procesu zmrazenia a
rozmrazenia po 1 aZ 2 pasazach, pri deleni buniek upravte hustotu buniek na 1 x 108 buniek/ml.

2 az 3-krat tyzdenne

Post-Thaw Po zmrazeni sa ziskalo priblizne 53 % p6vodného poctu buniek.

Recovery

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouZivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spésobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na
suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. VSetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili Gc¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

o £o " ,
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

Ziadne

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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