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Vispariga informacija

Description
A427 Stinas nak no plausu audiem, 1pasi no karcinomas, tam ir epitélija morfologija un tas aug adherenti. A427
sunu dubultosanas laiks ir aptuveni 28 stundas RPMI 1640 barotné, kas papildinata ar 10 % liellopu fetala
seruma (FBS).
ACL-3 barotné dubultosSanas laiks nedaudz pagarinas lidz 38 stundam, bet ACL-3 barotnég, kas papildinata ar
liellopu seruma albuminu (BSA), tas sasniedz 42 stundas. Sis divkar$o3anas laika at3kiribas sniedz vértigu
ieskatu par Stinu uzvedibu daZados eksperimentalos apstaklos.
A427 Stinam 60. iznakuma stadija ir hipotriploids lidz hipertriploids kariotips. Tas nozimé, ka Stinam ir
patologiskas hromosomas, tostarp dicentrikas, minites un liels subtelocentriskais markieris. Sadas kariotipa
anomalijas bieZi vien ir saistitas ar véZa Sinam un veicina Sis Stnu linijas unikalas pasibas. A427 Stinam piemit
tumorogénas Ipasibas, kas lauj tam veidot audzé&jus, injic€jot nude pelém.
Sie audzéji atgadina nediferencétu adenokarcinomu, kas vél vairak uzsver $is iinu linijas nozimi plausu véZa un
ta progresésanas izpété. A427 Siinas ar to izcilajam Tpasibam ir noderigas dazadiem pielietojumiem, jo pasi véza
pétijumos. To epitélija morfologija un plausu izcelsme padara tas par idealu modeli plausu véZa un ar to saistito
slimibu izpétei. Turklat A427 Stinas ir labi piemérotas 3D Stnu kultivéSanas metodém, nodrosinot fiziologiski
atbilstosaku vidi plausu véza Stinu uzvedibas izpétei.

Organism Cilvéks

Tissue Plausas

Disease Karcinoma

Synonyms A-427, A427N

Raksturojums

Age 52 gadi

Gender Viriesi

Ethnicity Kaukazietis

Morphology Epitélijveidigs

Growth Adherent

properties

Normativie dati
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Citation

Fluid renewal

A427 (Cytion kataloga numurs 300111)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession  CVCL_1055

Biomolekularie dati

Protein P53 pozitivs

expression

Tumorigenic Ja, kailam pelém. Veido nediferencétu audzéju, kas liecina par adenokarcinomu.

Karyotype P60) hipotriploids lidz hipertriploids ar anomalijam, ieskaitot dicentriju, minates un lielu subtelocentrisku
markieri

Darbs ar

Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-glutamins, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion izstradajuma numurs 820100a)

Medium

Supplements Papildinat barotni ar 10% FBS un 1% NEAA

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Nonemt veco barotni no pielipusajam Sinam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam
izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75 kolbam - 5-10 ml. P&c tam pilniba parklajiet Stiinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml
T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatiira 8-10 mindtes, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifugéjiet
3 minQtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Seeding 1x10* §ﬂnas/cm2 3 dienu laika izveidos konfluentu monoslani.

density

2 [idz 3 reizes nedéla

Post-Thaw Péc atkausesanas izkliedéjiet Sinas uz Skivja ar blivumu 4 x 10% §l]nas/cm2 un laujiet Sinam atguties no
Recovery sasaldésanas procesa un pielipt vismaz 24 stundas.
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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
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveselo$anos un samazinatu
krioinduceto stresu.

Thawing and

R 1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sttitas uz sausa ledus, lai

parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemSanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Stinu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultivésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Siinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
ml istabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 minates, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stnu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stiinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodroSinatu nepartrauktu Stinu linijas augsanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

Incubation
or £ o .
Atmosphere 37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating
Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas

vai plates.
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Freezing
Procedure 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.

z:;pdpi:‘.?fns Kriokonservétas Stinu linijas tiek satitas 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 llgstoSai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni -150 lidz -196 °C temperatira.

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

Kvalitates kontrole / Genetiskais 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, Stnu kultdiras katru dienu vizuali parbauda.

HLA aléles A*:'03:01:01, '33:03:01

B*: '35:03:01

C*:'12:03:01
DRB1*:'04:08:01, '13:01:01
DQA1*:'01:03:01, '03:03:01
DQB1*:'03:04:01, '06:03:01
DPB1*:'04:01:01, '15:01:01
E:'01:01:01,'01:03
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