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Genel bilgi

Description
Bir tiir pluripotent embriyonal karsinom olan P19 hiicre hatti, ilk olarak C3H/He susu faredeki bir

teratokarsinomdan elde edilmistir. Bu epitel benzeri hiicre hatti, 0,1 mM -merkaptoetanol ile asilanmis bir
ortamda yetistirildiginde yliksek yeterlilikte klonlama kabiliyeti sergiler. P19 hiicrelerinin dikkate deger bir
ozelligi, retinoik aside maruz kaldiklarinda noronal ve glial hiicrelere farklilasmaya adapte olabilmeleridir. Ayni
zamanda, dimetil siilfoksite (DMSO) maruz kaldiklarinda kalp ve iskelet kasina doniisme potansiyeline
sahiptirler. Hem retinoik asit hem de DMSO'ya maruz kaldiklarinda, agirlikli olarak retinoik asitle indiiklenen
farklilasma ozellikleri gosterirler.

P19 hiicre hattinin kokeni faredir (Mus musculus) ve Eukaryota, Animalia, Metazoa, Chordata, Vertebrata ve
Tetrapod'un genis siniflandirmasina aittir. Hiicreler, embriyodan tiiretilen bir epitelyal doku tipinin morfolojisini
barindirir ve teratokarsinom hastaligi ile iliskilidir. Oncelikle hayvan hiicreleri iiriin kategorisi icinde 3D hiicre
kiiltiri uygulamalarinda kullanilirlar.

Kanser hiicreleri hizli ve agresif biiyiimeleri nedeniyle 6nemli bir saglik tehdidi olustururken, ayni zamanda
kanser hiicresi gelisimini inceleyen ve daha hedefe yonelik tedaviler arayan arastirmacilar igin paha bicilmez bir
kaynak sunmaktadir. 1982 yilinda, McBurney ve Rogers tarafindan timor biiylimesini tetiklemek icin 7,5 giinliik
bir fare embriyosunun testise nakledilmesiyle P19 hiicre hatti olusturuldu. Embriyonal karsinom P19 hiicreleri
olarak adlandirlan farklilasmamis kok hiicreler iceren primer tiimorden hiicre kiiltlrlerini basariyla izole ettiler.
Bu hiicreler besleyici hiicrelere ihtiyag duymadan hizli biiylime gostermis ve bakimlari kolay olmustur. Daha
sonra baska bir fare tuirtinlin blastosistlerine yapilan enjeksiyon, alici farede her li¢ germ katmanindan dokular
biiylidiigt icin P19 hiicrelerinin ¢ok yonlilugiini dogrulamistir.

Orijinal P19 hiicrelerinden P19S18, P19D3, P19RAC65 ve P19C16 dahil olmak lzere ¢esitli alt tip hiicre hatlari
tlretilmistir. Bu alt tiplerin her biri, sirasiyla retinoik asit veya DMSO ile muamele edildiginde néronal hiicrelere
veya kas hiicrelerine benzersiz farklilasma yeteneklerine sahiptir. Daha yeni calismalar, P19 hiicrelerinin
pluripotensi sayesinde ektoderm, mezoderm ve endoderm benzeri hiicrelere dontisebilen farklilasmis P19
hiicrelerinden tiiretilen hiicre hatlari tiretmistir.

P19 hiicreleri serum destekli ortamda suirekli biiytimeleriyle bilinirler. Farklilasmalari retinoik asit gibi toksik
olmayan ilaglar kullanilarak etkili bir sekilde kontrol edilebilir ve néron, astroglia ve mikroglia gelisimine yol
acar. Ote yandan, DMSQ'ya maruz kalan P19 hiicrelerinin agregatlari, kalp ve iskelet kasi dahil olmak tizere
endodermal ve mezodermal tiirevlere farklilasir. P19 hiicreleri ayrica rekombinant genleri kodlayan DNA ile
transfeksiyona uygundur ve bu genleri ifade eden stabil hatlar uygun sekilde izole edilebilir. Bu
sekillendirilebilirlik ve cok yonliliik, P19 hiicrelerini farklilagsan pluripotent hiicrelerin gelisimsel kararlarini
yoneten molekiiler mekanizmalari arastirmak icin miilkemmel bir kaynak haline getirmektedir.

Organism Fare

Tissue Testis

Disease Teratokarsinom
Synonyms P-19

Ozellikler
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Breed/Subspecies  C3H/He

Gender Erkek
Morphology Fibroblast benzeri
Growth Yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation P19 (Cytion katalog numarasi 400416)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_2153

Biyomolekiiler Veriler

Karyotype N =40, xY
Ellecleme
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3.1 g/L Glukoz, w: 2.5 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 0.5 mM Sodyum piruvat, w:
Medium 1.2 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820400a)
Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Ortami ¢ikarin ve yapismis hiicreleri kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS kullanarak durulayin (T25 igin 3-5

ml PBS, T75 hiicre kiiltlri siseleri icin 5-10 ml). TrypleExpress ekleyin (T25 basina 1-2 ml, T75 hiicre kiiltiiri sisesi
basina 2,5 ml), hiicre tabakasi tamamen kaplanmalidir. 37 santigrat derecede 10 dakika inkiibe edin. Hiicreleri
dikkatlice yeniden siispanse edin, ortam ilavesi istege baglidir ancak gerekli degildir ve taze ortam iceren yeni
siselere dagitin. Hicrelerin konfluent kalmasina izin vermeyin. En az her 48 saatte bir alt kiiltlir yapin.

Seeding En az her 48 saatte bir alt kiiltiir
density
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Fluid renewal Her 2 giinde bir
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 tagsima 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
daldinp kiiglik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tlim adimlarn steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

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

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

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

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

Incubation
Atmosphere 37°C, %5 s nemlendirilmis atmosfer.

Flask Coating
Gozilldikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

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.
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Shipping

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

Storage

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

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

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 kiltirleri glinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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