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Yleisia tietoja

Description
HROHep03 on ihmisen hepatosellulaarisen adenokarsinooman solulinja, joka on perdisin 71-vuotiaan

valkoihoisen naispotilaan primaarisesta maksakasvaimesta. Se kuuluu HRO-biopankkisarjaan, joka koostuu
potilaista peraisin olevista kasvainsolulinjoista ja jota PD Dr. Michael Linnebacher on kehittanyt vuodesta 2006
lahtien. Kasvain luokiteltiin primaariseksi adenokarsinoomaksi, jonka TNM-luokitus oli TONxMx ja
pahanlaatuisuusaste 3, mika viittaa korkean pahanlaatuisuuden maksa-adenokarsinoomaan ilman
vahvistettuja etdpesakkeita kudosnaytteen ottamishetkelld. HROHep03 kasvaa kiinnittyvana yksikerroksena,
jolla on fibroblastien kaltainen morfologia, ja sen on vahvistettu olevan vapaa ihmiselle patogeenisista
viruksista (HBV, HCV ja HIV), mika on Linnebacherin biopankkisarjan tiukkojen laadunvalvontastandardien
mukaista.

HROHepO03 soveltuu hepatosellulaarisen adenokarsinooman tutkimukseen, korkea-asteisten
maksakasvainsolujen biologian tutkimuksiin, ladkeherkkyys- ja resistenssitestaukseen (sorafenibi, sisplatiini, 5-
FU), maksakasvaimen invaasio- ja migraatiomaéarityksiin sekd molekyylireittien analysointiin. Osana HRO-
biopankkia tama linja tarjoaa potilaskohtaisen biologisen resurssin, joka voidaan yhdistaa samalta potilaalta
perdisin olevaan vastaavaan immunologiseen materiaaliin yksildllisen onkologisen tutkimuksen tarpeisiin. Sen
fibroblastien kaltainen morfologia erottaa sen fenotyyppisesti yleisemmista hepatosyyttien kaltaisista HCC-
linjoista ja saattaa heijastaa epiteeli-mesenkymaalisia piirteitd, jotka ovat kehittyneet kasvaimen etenemisen tai
in vitro -sopeutumisen aikana.

Organism lhminen

Tissue Maksa

Disease Primaarinen adenokarsinooma, TONxMx-vaihe, aste 3

Metastatic site Ei sovelleta (TNM-luokitus TONxMx; ndytteenottohetkelld ei vahvistettuja etédpesakkeita)

Applications Maksasolujen adenokarsinooman tutkimus; korkea-asteisen HCC:n mallintaminen; lddkeherkkyystestaus
(sorafenibi, sisplatiini, 5-FU); maksakasvaimen invaasio ja migraatio; potilaisiin sovitetut HRO-
biopankkitutkimukset

Ominaisuudet
Age 71 vuotta
Gender Nainen
Ethnicity Kaukasialainen
Morphology Fibroblastien kaltaiset
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Cell type Fibroblastien kaltaiset (maksasy6pé)
Growth Tarttuva
properties
Saantelytiedot
Citation HROHep03 (Cytionin luettelonumero 300197)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_2UT2

GMO Status Ei geneettisesti muunnettu; PD Dr. Linnebacherin perustama, potilaalta perdisin oleva villityyppinen
maksan adenokarsinoomasolulinja. Vahvistettu HBV-, HCV- ja HIV-vapaaksi.

Biomolekyylitiedot

Viruses Ei sisdlla ihmisen patogeenisia viruksia HBV, HCV, HIV.
Kasittely
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L glukoosia, w: 2,5 mM L-glutamiinia, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM
Medium natriumpyruvaattia, w: 1,2 g/L NaHCO3 (Cytionin artikkelinumero 820400a)
Supplements Taydennetdan elatusainetta 10 %:lla FBS:[la
Dissociation Accutase
Reagent
Doubling time noin 48-72 tuntia
Subculturing Poista vanha valiaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll3, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta

T25-pulloissa 3-5 ml PBS:aa ja T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan Accutase-valmisteella,
kadyttden 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen inkuboitua huoneenlammassa 8-10
minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jdlkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n valiaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havita supernatantti,
suspendoi solut uudelleen tuoreeseen valiaineeseen ja siirrd ne uusiin pulloihin, jotka sisaltavat jo tuoretta
véliaineita.
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Split ratio 1-3

Seeding 2 x 10% solua/cm?

density

Fluid renewal 3-5 paivan valein

Post-Thaw 2 paivaa

Recovery

Freeze Kryosailytysmediana kdaytamme tdydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittdvan
medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:td (Cytionin luettelonumero 800100), joka

sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.

Thawing and

Culturing Cells 1. Varmista, etta injektiopullo pysyy syvajaadytettyna toimitettaessa, silla solut kuljetetaan kuivajaassa,

jotta optimaalinen l[@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaan valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vetta ja mikrobilaadketta, ja sekoittamalla sitd varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes jaasta on
jaljella pieni jaamohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirra solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka sisaltaa 8
ml huoneenlampoista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja hévita varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jaannospakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirra kaikki
vdliaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.
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Incubation
o £ . ,

Atmosphere 37°C,5 /Ocoz’ kostutettu ilmakeha.

Flask Coating Ei mitdan

Freezing

Procedure Kryosadilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajddssa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettdva viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Shipping

Conditions Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Storage

Conditions Pitkdaikaissailytystd varten injektiopullot asetetaan hoyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -

196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta ja molekyylianalyysi

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla etta luminesenssiin perustuvilla
mykoplasman osoitusmenetelmilla.
Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmét tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.
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