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Bendra informacija

Description

Organism

TC-1 yra peliy plauciy epitelio lasteliy linija, transformuota Zmogaus papilomos viruso 16 tipo (HPV16) E6 ir E7
onkogenais, kartu su aktyvuotu H-ras onkogenu. Lasteliy linija buvo sukurta is C57BL/6 peliy pirminiy plauciy
epitelio lasteliy, naudojant dviguba retrovirusine transdukcijos strategija. IS pradZiy E6 ir E7 onkogenams
perduoti buvo naudojamas retrovirusinis vektorius, gautas iS Moloney peliy leukemijos viruso (MoMLV), pvz.,
pLXSN-16E6E7. Siame vektoriuje genai yra ekspresuojami i$ virusinio 5' LTR promotoriaus, o neomicino
atsparumo genas (NeoR), kontroliuojamas vidinio SV40 promotoriaus, leido atranka su G418. Stabili E6 ir E7
ekspresija sukelia p53 ir Rb naviko slopintuvy keliy inaktyvacija, skatinancia lasteliy nemirtinguma.

Po pradinés selekcijos, siekiant uzbaigti transformacija, buvo jvestas antrasis MOMLV pagrijstas retrovirusinis
vektorius, koduojantis aktyvuota H-ras (G12V) gena. Sis vektorius ne$é kitg atrankos Zymeklj, paprastai
higromicino atsparumo gena (hph), valdoma vidinio promotoriaus, pvz., SV40 arba PGK. Lastelés, iSgyvenusios
nuoseklig atranka su G418 ir higromicinu, parodeé stabilia visy trijy onkogeny integracija, dél to TC-1 lastelés
buvo visiskai transformuotos ir nemirtingos.

Funkciniy tyrimy metu TC-1 lastelés parodé stiprig MHC | klasés molekuliy ekspresija, todél jos yra labai
imunogeniskos ir placiai naudojamos eksperimentiniy vakciny ir imunoterapijy, skirty HPV susijusiems
piktybiniams navikams, vertinimui. Jos buvo labai naudingos ikiklinikiniuose vakciny tyrimuose, ypac tuose,
kuriy tikslas buvo iSprovokuoti cps* T lasteliy atsaka prieS HPV16 ET. Be to, buvo sukurtos sublinijos su
sumazintu MHC | klasés ekspresijos lygiu, siekiant imituoti imuninio pabégimo mechanizmus, suteikiant daugiau
informacijos apie naviko lasteliy ir $eimininko imuniteto saveika. Sios savybés daro TC-1 patikimu ir universaliu
modeliu imunologinés onkologijos ir HPV vakcinos karimui.
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Citation

TC-1 (Cytion katalogo numeris 305388)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_4699

GMO Status GMO-S1: Sioje peliy plaudiy epitelio lasteliy linijoje (TC-1) yra ZPV16 E6/ET onkogeny, perduoty per
retrovirusinj vektoriy pLXSN16EGE7 kartu su HRAS onkogeninémis sekomis, kurios palaiko stipria
transformacija. Intarpai yra stabiliai integruoti. Si klasifikacija taikoma tik Vokietijoje ir gali skirtis kitose
salyse.

Biomolekuliniai duomenys

Tvarkymas

Culture DMEM, §: 4,5 g/l gliukozés, $: 4 mM L-glutamino, $: 3,7 g/l NaHCO3, S: 1,0 mM natrio piruvato (Cytion gaminio

Medium numeris 820300a)

Supplements Papildykite terpe 10 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 18.2 valandos

Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiska augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO, kad buty uztikrintas

medium tinkamas gyvybingumas po atsildymo, arba CM-1 (Cytion katalogo numeris 800100), kurioje yra optimizuoty
osmoprotektoriy ir medZiagy apykaitos stabilizatoriy, kad bity pagerintas atsigavimas ir sumazintas
kriokonservavimo sukeltas stresas.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

37°C,5%

. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uz3aldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu bity palaikoma optimali temperatira.

. Gave is karto laikykite kriovialag Zemesnéje nei -150 °C temperatiiroje, kad uZtikrintuméte lasteliy

vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

. Jei norite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindamijj j 37 °C temperatiiros

vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala

dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite [asteliy suspensija j 15 ml centrifugos

mégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatiiros mitybinés terpés, atsargiai iSmaiSykite.

. MiSinj centrifuguokite 300 x g greiciu 3 minutes, kad atsiskirty lastelés, ir atsargiai iSmeskite

supernatanta su Saldymo terpés likuciais.

. Svelniai resuspenduokite lasteliy granules 10 ml $vieZios mitybinés terpés. Jei lastelés yra prigludusios,

suspensija padalykite j dvi T25 kolbas; jei tai suspensinés kultros, visa terpe perkelkite j vieng T25
kolba, kad paskatintuméte veiksminga lasteliy saveika ir augima.

. Laikykités nustatyty subkultiiry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir bty palaikoma, taip

uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.

o2’ drékintoje atmosferoje.

Kad po atSildymo bty uztikrintas optimalus prisitvirtinimas ir gyvybingumas, rekomenduojame naudoti
kolagenu dengtas kolbas arba ploksteles.

Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami ja apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.
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Shipping

Conditions Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu buty palaikoma mazdaug -78 °C temperatiira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Storage

Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skysta azota mazdaug -150-196 °C temperattroje.

Laikymas -80 °C temperatiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé / Genetinis profilis / HLA

Sterility
Mikoplazmos uzterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos
aptikimo metodus.
Siekiant uztikrinti, kad nebuty uzterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielémis, lasteliy kultiiros kasdien vizualiai
tikrinamos.
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