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Genel bilgi

Description
Ku80-/- MEF (Fare Embriyonik Fibroblast) hiicreleri, Ku80 geninden (XRCC5) yoksun farelerden tiiretilen genetik
olarak tasarlanmis fibroblast hiicreleridir. Ku80 proteini, Ku70 ile birlikte, DNA cift iplikgik kopmasi (DSB)
onariminin homolog olmayan ug birlestirme (NHEJ) yolu icin gerekli olan Ku heterodimerini olusturur. Bu
hiicrelerde Ku80'in yoklugu, DSB'leri etkili bir sekilde onarma yeteneklerini bozar ve onlari NHEJ yolunun
genomik stabilite, DNA onarim mekanizmalari ve kanser biyolojisindeki roliinii incelemek icin degerli bir model
haline getirir.

Ku80-/- MEF hiicreleri, tehlikeye girmis DSB onarim kapasiteleri nedeniyle iyonlastirici radyasyona ve diger
DNA'ya zarar veren ajanlara karsi artan hassasiyet sergiler. Bu hiicreler ayrica kromozomal sapmalari biriktirme
ve genomik kararsizlik sergileme egilimindedir. Ku80 eksikligi sadece DNA onarimini degil, ayni zamanda
bagisiklik sisteminde ¢esitli antikor repertuarlarinin ve T-hiicre reseptorlerinin gelistirilmesi icin cok dnemli olan
V(D)J rekombinasyonu gibi diger hiicresel siiregleri de etkiler.

Ku80-/- MEF hiicreleri kullanilarak yapilan arastirmalar NHEJ'in molekiiler mekanizmalari ve kusurlu DNA
onariminin daha genis etkileri hakkinda 6nemli bilgiler saglamistir. Bu ¢alismalar, kanserin ve genomik
istikrarsizlikla iliskili diger hastaliklarin gelisimini anlamak icin cok 6nemlidir. Ayrica, kanser hiicrelerinde DNA
onarimini arttirmak igin potansiyel terapotik hedeflerin arastirilmasina yardimci olurlar, béylece timor
hiicrelerinde DNA hasarini indiiklemeye dayanan kanser tedavilerinin etkinligini arttirirlar.

Organism Fare

Tissue Embriyo

Disease Normal fare embriyonik fibroblast (Ku80/XRCC5 genleri devre disi birakilmis; SV40 ile 6limstizlestirilmis; NHEJ
eksikligi olan)

Metastatic site Uygulanamaz (8limsiizlestirilmis MEF; klinik timér 6rnegi degildir)

Applications NHEJ DNA onarimi arastirmasi; Ku80/XRCC5 islevi; DNA cift sarmal kirigi (DSB) onarimi; genomik instabilite
modellemesi; radyasyona duyarlilik; V(D)J rekombinasyonu; kanser biyolojisi; genotoksisite testi; DNA hasarina
yanit

Synonyms Ku80-/- MEF

Ozellikler

Age 12-13 fetal giin

Gender Belirtilmemis

Ethnicity Uygulanamaz (fare hiicre hatti)
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Morphology Fibroblast
Cell type Fibroblast
Growth Yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation Ku 80-/- (Cytion katalog numarasi 305258)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_UJ16

GMO Status GMO-S1: Bu MEF hiicre hatti, homozigot Ku80 (XRCC5) geninin devre disi birakilmasi ve SV40 biiyiik T
antijeni ile 6limsiizlestirme 6zelligini tasir. SV40 transgeni, hiicreye kalici olarak entegre edilmistir. Bu
siniflandirma yalnizca Almanya sinirlari icinde gegerlidir ve baska tilkelerde farklilik gosterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Viruses Transformant: Simian viriis 40 (SV40)
Mutational Mutasyon: Ku80-/-
profile
Ellecleme
Culture DMEM, w: 4,5 g/L Glukoz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM Sodyum piruvat (Cytion uirlin
Medium numarasi 820300a)
Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent
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Subculturing Yapisik hiicrelerden eski ortami ¢ikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri icin 3-
5 ml PBS ve T75 siseleri icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar i¢in 1-2 ml ve T75 flasklar i¢in 2,5 ml
kullanarak hiicreleri Accutase ile tamamen kaplayin. Hiicreleri ayirmak icin oda sicakliginda 8-10 dakika
inkiibasyona birakin. inkiibasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek icin 10 ml besiyeriyle hafifce
karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santrifiijleyin. Slipernatanti atin, hiicreleri taze besiyerinde yeniden
siispanse edin ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiyiime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.

Thawing and

Culturing Cells 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde génderildiginden,

flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tiim adimlari steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gergeklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kdiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiipiine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
suipernatanti dikkatlice atin.

7. Hucre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biylimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltlir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonugclar elde edin.

Incubation
Atmosphere 37°C, %5C02’ nemlendirilmis atmosfer.

Flask Coating Yok
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Freezing

Procedure Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Shipping

Conditions Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Storage

Conditions Uzun sureli muhafaza icin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite Kontrol ve Molekiiler Analiz

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiiltiirleri glinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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