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Aciklama

Balb/c farelerinde kimyasal olarak indiklenen bir tumérden kaynaklanan Meth A sarkom huicreleri, timor biyolojisini ve sarkom gelisimini
yonlendiren molekuler mekanizmalari anlamak icin cok dnemli bir model saglar. Meth A sarkom huicresi arastirmasinin énemli bir yonu, tumoér
baskilanmasindaki roluyle bilinen déntsumle ilgili protein p53'lin incelenmesini icerir. Tipik olarak p53 oldukca degiskendir, ancak fiziksel veya
kimyasal ajanlarla induklenen timérlerden tiretilen birgok fibrosarkom hiicre hattinda stabilitesi belirgin sekilde artar. Bu stabilizasyon
genellikle 1s1 soku proteini hsc70 ile stabil bir kompleks olusumu ile iligkilidir.

ilging bir sekilde, Meth A sarkom hiicreleri p53 stabilitesi acisindan benzersiz bir davranis sergilemektedir. Bu hiicrelerde p53 ¢ok kararli
olmasina ragmen, hsc70 ile tespit edilebilir bir etkilesim yoktur. Bu, bdyle bir kompleks olusturamamanin muhtemelen endojen p53'tn birincil
yapisindan kaynaklandigini géstermektedir. Meth A sarkom hicrelerine diger p53 varyantlari eklendiginde, bir p53-hsc70 kompleksi olusur, bu
da p53'Un birincil yapisinin hsc70 ile etkilesiminin ve sonug olarak stabilitesinin kritik bir belirleyicisi oldugunu gosterir.

Kararll transfeksiyon deneyleri kullanilarak yapilan daha ileri arastirmalar, farkli p53 varyantlarinin gesitli dénusturtimis hicre tiplerinde farkh
oranlarda pargalandigini ortaya koymus ve p53'ln birincil yapisinin devir hizini belirlemedeki rolini vurgulamistir. Buna ek olarak, hiicresel
ortam da p53 stabilitesini etkilemektedir; bunun kaniti, transformasyona ugramamis BALB/c-3T3 hucrelerinde transformasyona ugramis
fibrosarkom hiicrelerine kiyasla en az bir p53 varyantinin farkl bozunma oranlaridir. Bu durum, Meth A sarkom hucrelerinde p53 stabilitesinin
ve islevinin diizenlenmesinde genetik faktorler ile hiicresel baglam arasindaki karmasik etkilesimi vurgulamaktadir.
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Cellosaurus CVCL 5798

ISLEME VE YETISTIRME

Besiyeri
RPMI 1640, w: 2.0 mM stabil Glutamin, w: 2.0 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820700a)

Kulucka ortami 37°C, %5C02, nemlendirilmis atmosfer.

Takviyeler
Ortami %10 FBS ile takviye edin

Alt kiiltir olusturma

Hucre agregatlarinin sisenin dibine ¢ékmesine izin verin, sipernatant ortami atin, hicreleri nazikge pipetleyerek dagitin ve yeni siselere
aktarin. Sisedeki hiicre stuispansiyonunu yeniden siispansiyon haline getirin ve ml basina hiicre sayisini saymak i¢in temsil edici bir alikot alin.
Hucre stspansiyonunu taze ortamla 1x10% hiicre/ml'ye seyreltin ve yeni siselere aktarin.

Ekim yogunlugu 2 ila 3 x 10¢ hucre/ml kullanarak yeni kulturler baslatin. Hucreler 1 ila 2 gegisten sonra
dondurma ve ¢6zme isleminden kurtulduktan sonra, hiicreleri bélerek hiicre yogunlugunu 1 x
106 hiicre/ml olarak ayarlayin.

Sivi degisimi haftada 2 ila 3 kez

Coziilme sonrasi toparlanma Dondurulduktan sonra baslangictaki hiicre sayisinin yaklasik %53'0 toplanmistir.

Cozme ve kultirleme

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

KALITE KONTROL VE KRIYOPREZERVASYON

Kisirhk

Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanl tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit yontemleri kullanilarak diglanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak igin hiicre kilturleri gunliik gorsel incelemelere tabi tutulur.

Dondurma ortami Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢dzilme sonrasi canlilik i¢in tam biylime ortami
(FBS dahil) + %10 DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiikklenmis stresi azaltmak igin
optimize edilmis ozmoprotektanlar ve metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog
numarasi 800100) kullaniyoruz.

Saklama kosullar

Uzun sureli muhafaza icin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazl sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de saklama yalnizca sivi
nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Nakliye kosullari

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak icin yeterli sogutucu akiskan iceren, onaylanmis, yahtiimis
ambalajlarda kuru buz tzerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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BAGISCI
Tur I alt tiir BALB/c

Bagiscinin yasi Yetiskin

YASAL VE GUVENLIK

Guvenlik 6nlemleri

ileride ¢dzdiirmek iizere sivi nitrojen icinde bir kriyoviyal saklamayi planlarken, siki giivenlik 6nlemlerine uymak zorunludur. Uygun koruyucu
eldivenler ve giysiler sarttir ve dondurulmus numunelerin sivi nitrojen tankina veya tanktan transferi sirasinda yiiz maskesi veya koruyucu
gozluk kullanilmasi gerekir. Bu, ¢ikarma sirasinda keskin parcalarin firlamasina neden olabilecek potansiyel kriyoviyal patlamalardan
kaynaklanan yaralanma riskini azaltmak igindir.

Yasal Uyari

Hucrelerimiz yalnizca in vitro laboratuvar arastirma amaglari icin saglanmistir ve klinik veya tanisal kullanim igin tasarlanmamistir, insanlara
uygulanmayacak veya veterinerlik amagclari igin kullaniimayacaktir. Kullanicilar, bu hiicrelerin bir arastirma ortaminda islenmesi ve
kullaniimasina yonelik tum gecerli yonergelere ve diizenlemelere uymalidir.

Garanti

Cytion olarak uriinlerimizin kalitesinin ve canhhginin arkasindayiz.

Hucrelerimizin, tesislerimizden sevkiyattan sonra 60 giin boyunca kultiiriin baslangicinda canli olacagini garanti ediyoruz.
Tim malzemelerin Analiz Sertifikasi ve/veya Uriin Sayfasinda agiklanan 6zelliklere uygun oldugunu garanti ediyoruz
Tim ayrintilar icin lttfen <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang=""x-default"">Garanti Beyanimiza bakin

Malzeme Transfer Anlasmasi gereklidir  Yes
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