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Informacje ogélne

Description

Organism

Tissue

Disease

Synonyms

Linia komdrkowa LS513 jest dobrze scharakteryzowanym modelem raka jelita grubego pochodzacym z biopsji
guza pierwotnego pobranej w 1985 roku od 63-letniego pacjenta rasy kaukaskiej. Guz zostat sklasyfikowany jako
rak jelita $lepego wydzielajacy mucyne typu C wedtug klasyfikacji Dukesa, zlokalizowany w zastawce Bauhina.
Komérki LS513 maja charakter adhezyjny i wykazuja wielolekowa opornos¢ (MDR), co czyni je cennym modelem
do badania mechanizmdéw opornosci na leki w raku jelita grubego. Komorki te wykazuja 30% wydajnosé
tworzenia kolonii w metylocelulozie i s3 nowotworowe u myszy nagich, co dodatkowo potwierdza ich
przydatnos¢ w badaniach onkogennych.

Na poziomie genetycznym komorki LS513 wykazuja kilka istotnych cech. Sg one pozytywne pod wzgledem
onkogenu p53 typu dzikiego i wykazuja ekspresje antygenu rakowo-ptodowego (CEA) w okoto 50% komérek.
Ponadto komérki LS513 wykazuja ekspresje antygenow gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej (MHC) klasy
I, w tym HLA i beta 2 mikroglobuliny, ale nie wykazuja ekspresji antygenéw MHC klasy Il (HLA-DR, DQ i DP).
Komérki te wytwarzajg réwniez transformujacy czynnik wzrostu beta 1 (TGF beta-1) w ilosci 83 pg na 10°
komorek na 24 godziny. Co ciekawe, TGF beta-1 dziata jako inhibitor proliferacji komérek LS513, podczas gdy
TGF beta-2 nie ma znaczacego wptywu na ich wzrost. W poréwnaniu z linig komérkowa LS1034, komorki LS513
s3 100-krotnie mniej wrazliwe na TGF beta-1, co wskazuje na rézne reakcje na sygnalizacje czynnikdéw wzrostu
miedzy tymi dwoma modelami raka jelita grubego.

Komorki LS513 wykazuja unikalny profil ekspresji antygenodw, z silng pozytywnoscia dla czasteczki adhezyjnej
miedzykomodrkowej 1 (ICAM-1) i antygenow HLA klasy I. Na szczegdlng uwage zastuguje brak ekspres;ji
antygenow MHC klasy Il, poniewaz sugeruje to potencjalne mechanizmy unikania odpowiedzi immunologicznej,
ktére moga miec znaczenie w progresji raka jelita grubego i przerzutach. Cechy te, wraz z opornoscia na wiele
lekéw i zdolnoscia do tworzenia nowotwordw u myszy z obnizong odpornoscia, sprawiaja, ze komorki LS513 sa
poteznym narzedziem do badania molekularnych i komérkowych podstaw raka jelita grubego, zwtaszcza w
kontekscie interakcji immunologicznych i opornosci na leczenie.

Cztowiek
Jelito grube
Gruczolakorak

LS513,LS 513

Charakterystyka

Age

Gender

Ethnicity
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63 lata

Mezczyzna

Kaukaski
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Morphology Podobny do nabtonka
Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne

Citation LS513 (numer katalogowy Cytion 300457)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1386

Dane biomolekularne

Protein CEA+ (50%), p53+

expression

Antigen Antygen rakowo-ptodowy (CEA), ICAM-1, HLA klasy | dodatni

expression

Tumorigenic Tak, tworzy guzy u nagich myszy

Products Transformujacy czynnik wzrostu beta 1 (TGF beta-1, 83 pg na 10 komdrek exp6 w ciggu 24 godzin)

Karyotype Mozna wyréznic dwie linie macierzyste. Gtéwna byta reprezentowana w 65% komorek, z modalna liczbg 51,xY i 3

markerami, M1 - der(1)t(1,15), M2 - der(2)t(2,3)der(3)t(2,3), M3 i monosomig 15. Druga linia macierzysta miata
modalng liczbe chromosomdw 52,xY i prezentowata M2 i M3 oraz izochromosom dla dtugiego ramienia
chromosomu 1 zwanego M4. Trisomia 5,7, tetrasomia 13 oraz monosomia 2 i 3 byty obecne we wszystkich
analizowanych komérkach, linia nie wykazywata monosomii 15.

Obstuga
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukozy, w: 2,5 mM L-glutaminy, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pirogronianu
Medium sodu, w: 1,2 g/l NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820400a)
Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
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Subculturing Usun starg pozywke z przylegajacych komdrek i przemyj je PBS, ktdry nie zawiera wapnia i magnezu. W
przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komérki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwdl komérkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesié, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komorki w $wiezej pozywce i przeniesc je do nowych kolb zawierajacych juz Swieza pozywke.

Split ratio Zalecany jest stosunek 1:3 do 1:4

Seeding 1x10% kom®" ek /cm?

density

Fluid renewal Co 3 dni

Post-Thaw Po rozmrozeniu umie$¢ komérki na ptytce wiloéci 5 x 10% komérek/cm? i pozostaw je na co najmniej 24 godziny,
Recovery aby mogty sie zregenerowac po procesie zamrazania i przylgna¢ do podtoza.

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu
medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra

zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa
wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenies¢ zawiesine komadrek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscig 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucié supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakgcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

e =0 -
37°C, 5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub
ptytek pokrytych kolagenem.

Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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Shipping
Conditions

Storage
Conditions

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility

Profil STR

Allele HLA

 Cytion

Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki

do odpowiedniego miejsca przechowywania.

W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od
-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy

przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3

poddawane codziennym kontrolom wizualnym.

CSF1PO: 10
D13S317:9,10
D16S539: 12,13
D5S818: 11
D7S820: 8,11
THO1:8
TPOX: 8

VWA: 16,17
D3S1358: 15
D21S11: 30
D18S51: 12,18
PentaE: 5,18
Penta D: 9,14
D8S1179: 13
FGA: 19,21

A*:'32:01:01
B*:'51:01:01
C*:'01:02:01
DRB1*:'11:01:01
DQA1*: '05:05:01
DQB1*:'03:01:01
DPB1*:'04:01:01
E:'01:01:01
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