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Genel bilgi

Description

Organism
Ozellikler

Gender
Ethnicity
Morphology
Cell type

Growth
properties

TC-1, insan papillomaviris tip 16 (HPV16) E6 ve E7 onkogenleri ile aktive edilmis H-ras onkogeni ile
donistiiriilms bir fare akciger epitel hiicre dizisidir. Hiicre hatti, ikili retroviral transdiiksiyon stratejisi
kullanilarak C57BL/6 farelerinin birincil akciger epitel hiicrelerinden gelistirilmistir. Baslangicta, pLXSN-16E6E7
gibi Moloney fare [6semi virlisiinden (MoMLV) tiiretilen bir retroviral vektor, E6 ve E7 onkogenlerini iletmek igin
kullanilmistir. Bu vektorde, genler viral 5" LTR promotdriinden eksprese edilir ve bir neomisin direng geni (NeoR),
dahili SV40 promotdriiniin kontrolii altinda G418 ile segcime olanak saglar. E6 ve E7'nin stabil ekspresyonu, p53
ve Rb tiimor baskilayici yolaklarinin inaktivasyonuna yol acarak hiicrelerin 6liimsiizlesmesini saglar.

ilk secimin ardindan, déniisiimii tamamlamak icin aktive edilmis bir H-ras (G12V) genini kodlayan ikinci bir
MoMLV bazli retroviral vektor eklenmistir. Bu vektor, SV40 veya PGK gibi bir ic promotdr tarafindan kontrol
edilen, tipik olarak bir higromisin direng geni (hph) olan farkli bir secilebilir markor tasiyordu. G418 ve
higromisin ile sirali seleksiyondan sag kurtulan hiicreler, li¢ onkogenin de stabil entegrasyonunu gosterdi ve bu
da tamamen transformasyon gecirmis ve 6limsiizlestirilmis TC-1 hiicreleri ile sonuglandi.

Fonksiyonel calismalarda, TC-1 hiicreleri MHC sinif | molekiillerinin gliclii ekspresyonunu sergilerler, bu da onlari
oldukca immiinojenik hale getirir ve HPV ile iliskili maligniteleri hedefleyen deneysel asilarin ve
immiinoterapilerin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilirlar. Preklinik asi calismalarinda, 6zellikle HPV16
E7'ye karsi CD8" T hiicresi yanitlarini tetiklemeyi amaglayan ¢alismalarda 6nemli rol oynamislardir. Ek olarak,
bagisiklik kacis mekanizmalarini taklit etmek icin MHC sinif | ekspresyonu asagi regiile edilmis alt hatlar
gelistirilmistir, bu da tiimor hiicreleri ve konak bagisikligi arasindaki etkilesime iliskin daha fazla bilgi
saglamistir. Bu 6zellikler, TC-1'i immiino-onkoloji ve HPV asi gelistirme igin saglam ve ¢ok yonlii bir model haline
getirmektedir.

Fare

Belirtilmemis
Belirtilmemis
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Ephitelial
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_4699

GMO Status GMO-S1: Bu murin akciger epitel hiicre hatti (TC-1), gii¢lii dontstimu destekleyen HRAS onkojenik
sekanslariyla birlikte retroviral vektdr pLXSN16E6E7 araciligiyla iletilen HPV16 E6/E7 onkogenlerini
icerir. Ekler stabil bir sekilde entegre edilmistir. Bu siniflandirma sadece Almanya icinde gecerlidir ve
baska yerlerde farklilik gosterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Ellecleme
Culture DMEM, w: 4,5 g/L Glukoz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM Sodyum piruvat (Cytion urlin
Medium numarasi 820300a)
Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 18.2 saat

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiyiime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklart korumak igin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinliglin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifij tlipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
stipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonugclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Cozildiikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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