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Yleisia tietoja

Description

Organism

Tissue

Disease

Synonyms
Ominaisuudet

Breed/Subspecies
Age
Gender

Morphology

IEC-18-solulinja on muuntumaton epiteelisolulinja, joka on perdisin rotan ohutsuolen kryptasoluista. Naiden
solujen on osoitettu mallintavan tehokkaasti ohutsuolen epiteelin fysiologisia ominaisuuksia, erityisesti kloridi-
ionien (Cl-) kuljetuksen osalta. IEC-18-solujen kloridikanavilla on erityyppisid konduktansseja, jotka reagoivat
erilaisiin arsykkeisiin, kuten solun turvotukseen, lisdantyneeseen solunsisdiseen kalsiumiin (Ca?*) ja
kohonneeseen sykliseen AMP:hen (cAMP). Esimerkiksi IEC-18-solujen turvotuksen aktivoimille Cl-virroille on
ominaista ulospdin suuntautuva oikaisu ja jannitteesta riippumattomuus. Lisaksi IEC-18-solut ilmentavat CFTR-
kanavia (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), mista on osoituksena cAMP-aktivoitu Cl-
johtavuus, jota voidaan estaa glibenklamidilla ja 5-nitro-2-(3-fenyylipropyyliamino)bentsoehapolla (NPPB),
mutta johon DIDS ei vaikuta.

IEC-18-soluja on kaytetty myds solujen selviytymismekanismien tutkimiseen irtoamisen aiheuttamassa
stressissad, joka tunnetaan nimelld anoikis. Tutkimukset osoittavat, etta prostaglandiini E2 (PGE2) voi edistaa
solujen elinkelpoisuutta ja aggregaatiota irronneissa IEC-18-soluissa cAMP-valitteisten signaalireittien kautta.
Tama suoja anoikisilta liittyy adenylaattisyklaasin ja proteiinikinaasi A:n (PKA) aktivoitumiseen, mika parantaa
solujen adheesiota ja elinkelpoisuutta myos suspendoituneissa tiloissa. Tallaiset havainnot ovat merkittavia,
kun halutaan ymmartaa tulehdukseen liittyvia prosesseja ja niiden mahdollista vaikutusta karsinogeneesiin
suolistokudoksissa.

Lisaksi IEC-18-monolayereja on kaytetty erilaisten molekyylien kulkeutumisen tutkimiseen suolistoesteen lapi.
Verrattuna Caco-2-solulinjaan IEC-18-solut tarjoavat tarkemman mallin passiiviselle transsellulaariselle ja
parasellulaariselle kulkeutumiselle, koska ne ovat rakenteellisesti samankaltaisia kuin ohutsuolen kryptasolut.
Toisin kuin Caco-2-soluilla, joilla on huomattavat aktiiviset kuljetuskyvyt, IEC-18-soluilla on minimaalinen
kantaja-valitteinen kuljetus, joten ne ovat sopivampi valinta hydrofiilisten makromolekyylien passiivisen
lapaisevyyden analysoimiseksi.

Rotta

Ohutsuoli, ileum

Normaali

IEC 18, IEC18, suoliston epiteelisolulinja nro 18

Charles River Sprague Dawley (CD(SD))

18-24 péivaa

Maarittelematon

Epiteelin kaltainen
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Cell type Epiteelisolu
Growth Tarttuva
properties
Saantelytiedot
Citation IEC-18 (Cytionin luettelonumero 305302)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10116

CellosaurusAccession CVCL_0342

Biomolekyylitiedot

Kasittely

Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukoosia, w: 4 mM L-glutamiinia, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natriumpyruvaattia (Cytionin

Medium artikkelinumero 820300a)

Supplements Tdydennetdan elatusainetta 10 %:lla FBS:Ila

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Poista vanha valiaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll3, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta
T25-pulloissa 3-5 ml PBS:4a ja T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan Accutase-valmisteella,
kadyttden 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen inkuboitua huoneenlammdssa 8-10
minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jdlkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n valiaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havitad supernatantti,
suspendoi solut uudelleen tuoreessa valiaineessa ja siirra ne uusiin pulloihin, jotka sisaltavat jo tuoretta
véliaineita.

Seeding 2 x 10% solua/cm?

density

Fluid renewal 2 kertaa viikossa
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Freeze Kryosailytysmediana kaytamme tdydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittavan

medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:td (Cytionin luettelonumero 800100), joka
sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.

Thawing and

Culturing Cells 1. Varmista, ettd injektiopullo pysyy syvajaadytettyna toimitettaessa, silld solut kuljetetaan kuivajaassa,
jotta optimaalinen l@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetadn valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vettd ja antimikrobista ainetta, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes
jaastd on jaljelld pieni jaamohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirrd solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka siséltda 8
ml huoneenlampdista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja havita varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jdannospakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirra kaikki
valiaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.

Incubation

o £ . ..

Atmosphere 37°C, 5%y kostutettu ilmakeha.

Flask Coating Ei mitdan

Freezing

Procedure Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.
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Shipping

Conditions Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Storage

Conditions Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan héyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -

196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta / Geneettinen profiili / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla etta luminesenssiin perustuvilla
mykoplasman osoitusmenetelmilla.
Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.
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