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Yleisia tietoja

Description Talla linjalla on tiukkoja liitoksia ja desmosomeja vierekkaisten solujen valilla. Solut on pidettava korkeassa
tiheydessa (vahintaan 1/4 konfluenssista).

Organism Ihminen
Tissue Paksusuoli
Disease Syépa

Metastatic site Keuhkot

Applications Paksusuolisyovan tutkimus; suoliston epiteelibiologia; tiiviiden liitosten ja suojatoiminnan tutkimukset;
paksusuolen aineenvaihdunnan fysiologia; kystisen fibroosin transmembraanikonduktanssiregulaattorin (CFTR)
tutkimus; lddkeaineiden imeytyminen ja aineenvaihdunta; ksenotransplantaattimallit

Synonyms T-84,T 84
Ominaisuudet
Age 72 vuotta
Gender Mies
Ethnicity Etninen tausta maaritteleméatdn
Morphology Epiteelin kaltainen
Cell type Epiteelisolut
Growth Tarttuva
properties
Saantelytiedot
Citation T84 (Cytionin luettelonumero 300354)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
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CellosaurusAccession

GMO Status

CVCL_0555

Ei geenimuuntelua; villityyppinen paksusuolisyopdsolulinja (KRAS G13D-heterotsygoottinen mutaatio
on endogeeninen somaattinen muutos, ei geeniteknologinen muuntelu)

Biomolekyylitiedot

Receptors
expressed

Antigen
expression

Isoenzymes
Tumorigenic
Products

Mutational
profile

Karyotype

Kasittely

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time
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Peptidihormoni, valittdjaaine

Keratiini + (immunoperoksidaasivarjays)

G6PD, B, PGM1, 1, PGM3, 1, ES-D, 1, Me-2, 1-2, AK-1, 1, GLO-1, 1-2

Kylla, alastomilla hiirilla

Karsinoembryoninen antigeeni (CEA), 600 ng/ml per 10 exp6-solua per 10 paivaa, keratiini

T84-soluissa on heterotsygoottinen Kras-mutaatio kodonissa 13: GGC(Wt Gly) >GAC(Asp)

Kantalinjan modaalinen kromosomimaara on 56, ja sitd esiintyy 28 prosentissa, ja polyploidia on 12,4
prosentissa. Kahdeksantoista markkeria on yhteista useimmille tutkituille metafaaseille. Normaali x ja
kromosomi 13 puuttuivat, kromosomit 2, 4 ja 22 olivat yksikopioisia, ja kromosomi 12 oli nelikopioinen.Y-
kromosomia ei havaittu Q-kaistatarkastelussa. DM esiintyi lahes 50 prosentissa soluista.

Ham's F12, w: 1,0 mM stabiilia glutamiinia, w: 1,0 mM natriumpyruvaattia, w: 1,1 g/L NaHCO3 (Cytionin
artikkelinumero 820600a)

Taydennetdan elatusainetta 10 %:lla FBS:[la

Accutase

noin 48-72 tuntia
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Subculturing Poista vanha valiaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll3, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta
T25-pulloissa 3-5 ml PBS:aa 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 huoneenlammassa 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

valiaineita.

Split ratio 1-3

Seeding 1-2 x 10* solua/cm? (pidé solutiheys vdhintaan 1/4:ss4, jotta tiiviiden liitosten fenotyyppi sailyy)

density

Fluid renewal 2 kertaa viikossa

Post-Thaw Sulatuksen jalkeen solut siirretaan viljelyastioihin tiheydelld 5 x 10* solua/cm? ja annetaan niiden kiinnittya

Recovery vahintaan 24-48 tuntia. Soluja pidetaan tihedssa viljelytilassa (konfluenssi 225 %), jotta tiiviiden liitoskohtien
muodostuminen sdilyy.

Freeze Kryosailytysmediana kdytamme tdydellistd kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittdvan

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.
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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 / Geneettinen profiili / HLA

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

mykoplasman osoitusmenetelmilla.

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

HLA-alleelit A*:'02:01:01, '24:02:01
B*:'18:01:01, '35:01:01
C*:'04:01:01, '07:01:01
DRB1*:'01:01:01, '09:01:02
DQA1*:'01:01:01, '03:02:01
DQB1*:'03:03:02, '05:01:01
DPB1*:'02:01:02, '04:01:01
E: '01:03:01, '01:03:02
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