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Vseobecné informacie

Description
TC-1 je mysia pltcna epitelova bunka transformovana onkogénmi E6 a E7 ludského papilomavirusu typu 16
(HPV16) spolu s aktivovanym onkogénom H-ras. Bunka bola vyvinuta z primarnych plicnych epitelovych buniek
mysi C57BL/6 pomocou dvojitej retroviralnej transdukénej stratégie. Spociatku sa na dodanie onkogénov E6 a
E7 poufZil retroviralny vektor odvodeny z Moloneyho mysieho leukemického virusu (MoMLV), napriklad pLXSN-
16E6ET. V tomto vektore sa gény exprimuju z virusového 5' LTR promotora a gén rezistencie na neomycin (Neo®)
pod kontrolou interného SV40 promotora umozZnil selekciu s G418. Stabilna expresia E6 a E7 vedie k inaktivacii
tumor supresorovych drah p53 a Rb, o vedie k imortalizacii buniek.
Po pociatocnej selekcii bol na dokoncenie transformacie zavedeny druhy retrovirovy vektor na baze MoMLV
kddujdci aktivovany gén H-ras (G12V). Tento vektor niesol iny selektovatelny marker, typicky gén rezistencie na
hygromycin (hph), riadeny internym promotérom, ako je SV40 alebo PGK. Bunky, ktoré prezili postupnd selekciu
s G418 a hygromycinom, preukazali stabilnd integraciu vSetkych troch onkogénov, o viedlo k tplnej
transformacii a imortalizacii buniek TC-1.
Vo funkénych stadiach vykazuji bunky TC-1 silnd expresiu molekdl MHC triedy I, vdaka ¢omu st vysoko
imunogénne a Siroko vyuzivané na hodnotenie experimentalnych vakcin a imunoterapii zameranych na
malignity asociované s HPV. Zohravaju klicovu dlohu v predklinickych Stadiach vakein, najma v tych, ktoré su
zamerané na vyvolanie odpovede CD8" T-buniek proti HPV16 E7. Okrem toho boli vyvinuté sublinie s
downregulovanou expresiou MHC triedy I, ktoré napodobriuji mechanizmy imunitného Gniku, ¢im poskytujd
dalSie poznatky o vzajomnom pésobeni medzi nadorovymi bunkami a imunitou hostitela. Tieto vlastnosti robia
z TC-1 robustny a univerzalny model pre imunoonkoldgiu a vyvoj vakcin proti HPV.

Organism My3

Charakteristika

Gender NeSpecifikované

Ethnicity Ne3pecifikované

Morphology Epitelu podobné

Cell type Ephitelial

Growth Adherent

properties
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Regulacne udaje
Citation TC-1 (katalégové ¢islo Cytion 305388)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_4699

GMO Status GMO-S1: Tato linia mysich plucnych epitelovych buniek (TC-1) obsahuje onkogény HPV16 E6/ET dodané
prostrednictvom retrovirusového vektora pLXSN16E6E7 spolu s onkogénnymi sekvenciami HRAS, ¢o
podporuje silnu transformaciu. Vlozky su stabilne integrované. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a
moZe sa liSit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Spracovanie
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (islo vyrobku
Medium Cytion 820300a)
Supplements Doplrite médium o 10 % FBS
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 18.2 hodiny

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a

zniZenie stresu sposobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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