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CC531 on hyvin karakterisoitu rotan adenokarsinoomasolulinja, joka on perdisin paksusuolesta. Se on alun
perin muodostettu Wistar-rotan paksusuolen kasvaimesta, joka on saatu aikaan kemiallisesti 1,2-
dimetyylihydratsiinilla (DMH), joka on voimakas karsinogeeni. CC531-solulinjaa kédytetdan yleisesti
mallijarjestelmana paksusuolen syovan mekanismien ja kasvaimen mikroympariston tutkimiseen in vivo,
erityisesti etdpesakkeiden jaimmuunivasteiden yhteydessa. Nama solut ovat immunogeenisia, ja niita
kaytetaan usein syngeenisissa rotta-malleissa sydpaimmunoterapioiden tehokkuuden sekd sydpasolujen ja
immuunijarjestelman valisen vuorovaikutuksen tutkimiseen.

Tutkimusymparistoissa CC531-soluja kaytetaan kolorektaalisyovan etenemisen biologisten prosessien, kuten
solujen lisadntymisen, apoptoosin ja metastaattisen kdyttaytymisen, tutkimiseen. Solulinjalla on ollut tarkea
merkitys tutkittaessa paksusuolen syovan vastetta erilaisille kemoterapeuttisille aineille ja sédehoidolle, ja se
on antanut tietoa syopahoitojen vastustuskyvyn ja herkkyyden mekanismeista. Lisaksi CC531-malli toimii
arvokkaana vélineena paksusuolisyopaan kohdistuvien uusien terapeuttisten strategioiden kehittamisessa ja
optimoinnissa, minka vuoksi se on ratkaisevan tarkea translaatiotutkimuksen kannalta.

Rotta

Paksusuoli

Adenokarsinooma

CC-531

WAG rotat

Tarttuva

CC531 (Cytionin luettelonumero 500387)

10116

CellosaurusAccession CVCL_0206
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Biomolekyylitiedot

Tumorigenic
Kasittely

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Post-Thaw
Recovery

Freeze
medium

Kylla, alastomilla hiirilld, syngeenisilla WAG-Rij-rotilla, ja

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabiilia glutamiinia, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytionin artikkelinumero 820700a)

Lisataan elatusaineeseen 10 % FBS, 20 mM HEPES

Accutase

Poista vanha valiaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll3, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kéayta
T25-pulloissa 3-5 ml PBS:ad 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 véliaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havita supernatantti,
suspendoi solut uudelleen tuoreessa valiaineessa ja siirra ne uusiin pulloihin, jotka sisaltavat jo tuoretta
valiaineita.

1-2x10% solua/cm2 tuottaa yhtenaisen yksikerroksen 3-4 pdivan kuluessa.

2-3 kertaa viikossa

Sulattamisen jalkeen levitd solut 5 x 10% solua/cmzja anna solujen toipua jaadyttamisprosessista ja kiinnittya
vahintaan 48 tunnin ajan.

Kryosdilytysmediana kdaytamme taydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittdvan
sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:ta (Cytionin luettelonumero 800100), joka
sisdltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Varmista, etta injektiopullo pysyy syvajaadytettyna toimitettaessa, silla solut kuljetetaan kuivajaassa,

jotta optimaalinen l[@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaan 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 vetta ja antimikrobista ainetta, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes
jaasta on jaljella pieni jdamohkale.

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

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

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

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
vdliaine 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

Atmosphere 37 OC, 5 O/Ocoz, kostutettu ilmakeha.

Flask Coating Ei mitdan

Freezing
Procedure Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti

kylmaainetta, jotta lampatila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettdva viipymatta asianmukaiseen varastoon.

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 jdlkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.
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Storage

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

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

Laadunvalvonta ja molekyylianalyysi

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla ettd luminesenssiin perustuvilla

mykoplasman osoitusmenetelmilla.

Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.
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