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Vseobecné informacie

Description
Bunkova linia LS147T je variantom LS-180, pricom obe pochadzaju z adenokarcindmu hrubého ¢reva typu B
Duke u 58-ro¢nej pacientky bielej pleti. PGvodna linia LS-180 vznikla kultivaciou zomletého nadorového tkaniva
pocas 10 mesiacov. LS-147T sa spolu s materskou liniou vyznacuje expresiou viacerych onkogénov vratane myc,
myb, ras a fos, pricom je negativna pre iné, ako su sis, abl a ros. Tato linia tieZ exprimuje vysoké hladiny
karcinoembryonalneho antigénu (CEA), interleukinu 6 (IL-6) a interleukinu 10 (IL-10), o st d6lezité markery a
potencialne ciele vo vyskume kolorektalneho karcinému.
Tieto bunky vykazuji niekolko klG¢ovych charakteristik epitelovych buniek hrubého ¢reva vratane hojnych
mikroklkov a intracytoplazmatickych mucinovych vakuol, ¢o su vlastnosti typické pre sekre¢né bunky v sliznici
hrubého &reva. Stidie elektrénovej mikroskopie potvrdili tieto Strukturalne detaily, ¢o dalej podporuje ich
p6vod a diferenciacny status. DoleZité je, Ze sa ukazalo, Ze bunky LS-147T st tumorogénne u
imunodeficientnych mysi, pri¢com pri subkutannej inokulacii vo vysokej hustote buniek neustale vytvaraju
nadory, ¢o potvrdzuje ich maligny potencial.
Okrem toho je bunkova linia LS-147T mimoriadne cenna v Stidiach zameranych na molekularne a imunologické
aspekty kolorektalneho karcindmu. Uvadza sa, Ze tato linia sa v porovnani so svojou materskou liniou LS-180
lahsie subkultivuje, ¢o z nej robi praktickejsiu volbu pre dlhodobé stidie. Silna produkcia CEA tymito bunkami,
ktora je vyrazne vyssia ako u inych zavedenych linii, ako je HT-29, robi z LS-147T rozhodujici model na
pochopenie dynamiky nadorovych markerov a skimanie cielenych terapii kolorektalneho karcinému.

Organism Ludské

Tissue Colon

Disease Adenokarciném

Synonyms Ls174T, LS174t, Ls-174-T, LS-174-T, LS 174 T, LS174T, Ls-174T, LS 174T, LS-174, LS174

Charakteristika

Age 58 rokov

Gender Zeny

Ethnicity Kaukazsky

Morphology Epitelu podobné

Growth Adherent

properties
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Regulacne u

daje

Citation LS174T (katal6gové Cislo Cytion 300392)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1384

Biomolekularne udaje

Protein Colon Antigen 3 +, CEA +, p53 -, GFAP -, expresia mRNA +

expression

Antigen HLA A2, B13, B50, krvna skupina O

expression

Isoenzymes ADA, 1: G6PD, B, PGM1, 1, PGM3, 2, PGD, A, ES-D, 1, PEP-D, 1

Oncogenes Myc +, myb +, ras +, fos +, p53 +, sis -, abl -, ros -, src -

Tumorigenic Ano, na nahych mysiach

Reverse Negativne

transcriptase

Products Karcinoembryonalny antigén (CEA) 1944 ng/106 buniek za 10 dni, mucin, interleukin-10 (IL-10), interleukin-6 (IL-

6)

Mutational Bunky LS-174T nest mutaciu v koddne 12 génu Kras: GGT(Wt Gly) >GAT(Asp)

profile

Karyotype 45,x s chybajlicim jednym chromozémom x, ale bez inych chromozémovych aberacii
Spracovanie

Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion ¢islo ¢lanku 820100a)

Medium

Supplements Doplrite médium o 10% FBS a 1% NEAA
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Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky

T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Uplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minUt, aby sa
oddelili. Po inkubdacii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

Seeding 5a% 8 x 10% buniek/cm?

density

Fluid renewal 2 a7 3-krat tyZdenne

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 5 x 10% buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu
Recovery zmrazenia a prilnut aspor 24 hodin.

Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (kataldgové ¢islo 800100 spolocnosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

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 okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

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

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky 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
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

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

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

o £o " ,
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

Ziadne

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

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym 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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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injek¢né 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 vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem
zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.

Alely HLA A*:'02:xx, '30:01:01
B*: '13:xx, '35:01:01
C*:'04:01:01, '06:xx
DRB1*:'04:02:01,'07:01:01
DQA1*:'02:01:01, '03:01:01
DQB1*:'02:02:01,'03:02:01
DPB1*:'03:01:01G, '04:01:01
E:'01:01,'01:03
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