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Obecné informace

Description
TC-1 je mysi plicni epitelialni bunécna linie transformovana onkogeny E6 a E7 lidského papilomaviru typu 16
(HPV16) spolu s aktivovanym onkogenem H-ras. Bunécna linie byla vyvinuta z primarnich plicnich epitelialnich
bunék mysi C57BL/6 pomoci strategie dualni retrovirové transdukce. Zpoc¢atku byl k dodani onkogen(i E6 a E7
poufZit retrovirovy vektor odvozeny od mysiho leukemického viru Moloney (MoMLV), naptiklad pLXSN-16E6E7. V
tomto vektoru jsou geny exprimovany z virového promotoru 5' LTR a gen rezistence na neomycin (NeoR) pod
kontrolou interniho promotoru SV40 umoznil selekci pomoci G418. Stabilni exprese E6 a E7 vede k inaktivaci
tumor supresorovych drah p53 a Rb, coZ vede k imortalizaci bunék.
Po pocatecni selekci byl zaveden druhy retrovirovy vektor na bazi MoMLV kddujici aktivovany gen H-ras (G12V) k
dokonceni transformace. Tento vektor nesl jiny selekéni marker, typicky gen rezistence na hygromycin (hph),
fizeny internim promotorem, jako je SV40 nebo PGK. Buriky, které preZily postupnou selekci pomoci G418 a
hygromycinu, vykazovaly stabilni integraci vSech tfi onkogend, coz vedlo k plné transformovanym a
imortalizovanym burikam TC-1.
Ve funk¢nich studiich vykazuji buriky TC-1 silnou expresi molekul MHC tfidy I, diky ¢emuz jsou vysoce
imunogenni a Siroce vyuZzivany k hodnoceni experimentalnich vakcin a imunoterapii zamérenych na malignity
asociované s HPV. Hraji ddlezitou roli v preklinickych studiich vakcin, zejména téch, které jsou zaméreny na
vyvolani reakci CD8" T-bunék proti HPV16 E7. Kromé toho byly vyvinuty sublinie s downregulovanou expresi
MHC tfidy I, které napodobuji mechanismy imunitniho tniku a poskytuji dal$i poznatky o vzajemném plsobeni
mezi nddorovymi bufikami a imunitou hostitele. Tyto vlastnosti ¢ini z TC-1 robustni a univerzalni model pro
imunoonkologii a vyvoj vakcin proti HPV.

Organism My3

Charakteristika

Gender Nespecifikovdno

Ethnicity Nespecifikovano

Morphology Epitelu podobné

Cell type Ephitelial

Growth Adherentni

properties
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Regulacni udaje
Citation TC-1 (katalogové ¢islo Cytion 305388)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_4699

GMO Status GMO-S1: Tato linie mysich plicnich epitelidlnich bunék (TC-1) obsahuje onkogeny HPV16 E6/E7 dodané
prostrednictvim retrovirového vektoru pLXSN16EGE7 spolu s onkogennimi sekvencemi HRAS, coZ
podporuje silnou transformaci. Inzert je stabilné integrovan. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a
muZze se liSit v jinych zemich.

Biomolekularni data

L d 4
Zpracovani
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (islo vyrobku
Medium Cytion 820300a)
Supplements Doplrite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 18.2 hodiny

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostatec¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a snizeni stresu

zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . . L . . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmrazend, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporu¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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