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Altalanos informaciok

Description
ATC-1 egy egér tiidGepitelialis sejtvonal, amelyet human papillomavirus 16-os tipust (HPV16) E6 és E7
onkogénekkel, valamint aktivalt H-ras onkogénnel transzformaltak. A sejtvonalat C57BL/6 egerek els6dleges
tudSepithel sejtjeibdl fejlesztették ki kettds retroviralis transzdukcios stratégia alkalmazasaval. Kezdetben a
Moloney egér leukémia virusbdl (MoMLV) szarmazo retroviralis vektort, példaul a pLXSN-16E6E7-et hasznaltak
az E6 és ET onkogének bejuttatasara. Ebben a vektorban a gének a virus 5' LTR promoterébél expresszalddnak,
és egy neomicin-rezisztencia gén (Neo®) egy bels6 SV40 promoter iranyitasa alatt lehetévé tette a G418-as

szelekciot. Az E6 és ET stabil expresszidja a p53 és Rb tumor szupresszor Gtvonalak inaktivalodasahoz vezet, ami

a sejtek immortalizaciéjat eredményezi.

A kezdeti szelekcidt kovetSen egy masodik, aktivalt H-ras (G12V) gént kédolé MoMLV-alapd retroviralis vektort
vezettek be a transzformacid befejezéséhez. Ez a vektor egy masik szelekciés markert hordozott, jellemzéen egy
higromicin rezisztencia gént (hph), amelyet egy bels6 prométer, példaul SV40 vagy PGK vezérelt. A G418 és
higromicin szekvencialis szelekcidjat taléls sejtek mindharom onkogén stabil integracidjat mutattak, ami
teljesen transzformalt és immortalis TC-1 sejtekhez vezetett.

Funkciondlis vizsgalatokban a TC-1 sejtek erés MHC I. osztalyt molekulak expresszidjat mutatjak, ami 6ket
rendkiviill immunogénné teszi, és széles korben hasznaljak HPV-vel 6sszefliggd rosszindulatd daganatok elleni
kisérleti vakcinak és immunterapiak értékelésére. Ezek a sejtek fontos szerepet jatszanak a preklinikai vakcina-
vizsgalatokban, kiilonésen azokban, amelyek célja a HPV16 E7 elleni CD8" T-sejt valaszok kivéltasa. Ezenkiviil
MHC I. osztaly( expresszidjat lecsokkentett szubvonalakat fejlesztettek ki az immunelkerilési mechanizmusok
utanozasara, ami tovabbi betekintést nyUjt a tumorsejtek és a gazdaszervezet immunitasa kozotti
kolcsénhatasba. Ezek a tulajdonsagok teszik a TC-1-et robusztus és sokoldali modellé azimmuno-onkoldgia és
a HPV-vakcina fejlesztésében.

Organism Egér
Jellemzok

Gender Meghatdrozatlan
Ethnicity Meghatarozatlan
Morphology Epithelszer(i
Cell type Ephitelial

Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok
Citation TC-1 (Cytion katalégusszam: 305388)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_4699

GMO Status GMO-S1: Ez az egér tiidSepitél sejtvonal (TC-1) a pLXSN16EGEGET retrovirus vektoron keresztiil szallitott
HPV16 E6/ET onkogéneket tartalmazza a HRAS onkogén szekvenciakkal egytt, ami erés
transzformaciot tamogat. Az inzertek stabilan integralddtak. Ez a besorolas csak Németorszagban
érvényes, és mashol eltérhet.

Biomolekularis adatok

[ d
A kezelese
Culture DMEM, w: 4,5 g/L gliikdz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natrium-piruvat (Cytion cikkszam
Medium 820300a)
Supplements Ataptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 18.26ra

Freeze Krioprezervald taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation

 Cytion

. Ellendrizze, hogy az injekcios liveg a széllitaskor mélyh(itétt marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek

integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids liveget gy, hogy tiszta vizzel és

antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfliird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlk, amig egy kis jégcsomd nem marad.

. Az 6sszes tovabbi [épést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezzik el, és nyitas el6tt

fertétlenitsiik a kriofuilkét 70%-os etanollal.

. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t vatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15

ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék

fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a

szuszpenzi6t két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

. Asejtvonal folyamatos novekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultira

protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Atmosphere 370(:, 50/0CO2, péréSI'tott légkor

Flask Coating Nincs

Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegend6 hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels taroldhelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallit4s soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.
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Storage
Conditions Hosszd tavd tartdsitas céljabdl helyezze az livegeket gézfazisi folyékony nitrogénbe, kortilbelil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe val atvitel el6tt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés

Sterility
A mikoplazma-szennyez6dést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapd mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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