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Description

Organism

Raksturojums

Gender

Ethnicity

Morphology

Cell type

Growth
properties

Normativie dati

Citation

TC-1ir peles plausu epitélija Stnu linija, kas transforméta ar cilvéka papilomas virusa 16. tipa (HPV16) E6 un E7
onkogéniem, ka ari ar aktivétu H-ras onkogénu. Siinu linija tika izstradata no C57BL/6 pelém primarajam plausu
epitélija Snam, izmantojot dubultu retroviralu transdukcijas stratégiju. Sakotngji E6 un E7 onkogénu parnesei
tika izmantots retrovirals vektors, kas iegits no Moloney peles leikémijas virusa (MoMLV), pieméram, pLXSN-
16E6ET. Saja vektora géni tiek ekspreséti no virusu 5' LTR promotora, un neomicina rezistences géns (NeoR)
iekseja SV40 promotora kontrolé lava veikt selekciju ar G418. E6 un E7 stabila ekspresija izraisa p53 un Rb
audzé&ju supresoru celu inaktivaciju, veicinot Stinu imortalizaciju.

Péc sakotnéjas selekcijas tika ievadits otrs MOMLV bazes retroviralais vektors, kas kodé aktivétu H-ras (G12V)
génu, lai pabeigtu transformaciju. Sis vektors neséja at3kirigu selektéjamu markieri, parasti higromicina
rezistences génu (hph), ko vadija iek3&jais promotors, pieméram, SV40 vai PGK. Siinas, kas izdzivoja secigu
selekciju ar G418 un higromicinu, demonstréja stabilu visu tris onkogénu integraciju, rezultata iegustot pilniba
transformétas un imortalizétas TC-1 Stinas.

Funkcionalajos pétijumos TC-1 Suinas parada spécigu MHC | klases molekulu ekspresiju, padarot tas loti
imunogénas un plasi izmantojamas eksperimentalo vakcinu un iminterapiju novértésanai, kas vérstas pret HPV
saistitiem |aundabigiem audzé&jiem. Tas ir bijusas nozimigas pirmskliniskajos vakcinu pétijumos, jo 1pasi tajos,
kuru mérkis bija izraistt cD8" T unu reakcijas pret HPV16 E7. Turklat ir izstradatas apakslinijas ar pazeminatu
MHC | klases ekspresiju, lai imitétu iminsistémas izvairisanas mehanismus, sniedzot papildu ieskatu par
mijiedarbibu starp audzéja $iinam un saimnieka imunitati. Sis ipasibas padara TC-1 par stabilu un daudzpusigu
modeli iminoonkologijas un HPV vakcinu izstradei.
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TC-1 (Cytion kataloga numurs 305388)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_4699

GMO Status GMO-S1: ST pelu plausu epitélija $tinu linija (TC-1) satur HPV16 E6/E7 onkogénus, kas piegadati ar
retrovirusu vektora pLXSN16E6E7 palidzibu kopa ar HRAS onkogénam sekvencém, kas veicina spécigu
transformaciju. Inserti ir stabili integréti. ST klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un var at3kirties citur.

Biomolekularie dati

Darbs ar

Culture DMEM, w: 4,5 g/l glikozes, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natrija piruvata (Cytion

Medium izstradajuma numurs 820300a)

Supplements Papildinat barotni ar 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 18.2 stundas

Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizetus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu
krioinducéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation

 Cytion

. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo SUnas tiek sGtitas uz sausa ledus, lai

parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai

nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

. Talitéjas kultivéSanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C iidens vanna ar tiru adeni

un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pliismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficgjot

kriovialu ar 70% etanolu.

. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8

mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

. Centrifuggjiet maisijumu ar 300 x g 3 minltes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas

satur saldésanas barotnes atlikumus.

. Viegli resuspendét Stinu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit

divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augSanu.

. levérojiet noteiktos subkultliru protokolus, lai nodrosinatu nepartrauktu Snu linijas augsanu un

uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

" ® A .
Atmosphere 37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating

Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas
vai plates.

Freezing

Procedure Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pd':;lt?ogns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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