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Metastatic site

Applications

Synonyms
Raksturojums

Age

Gender

Ethnicity

HCC366 ir cilvéka plausu adenoskvamozas karcinomas stinu linija, kas izveidota no 80 gadus vecas eiropiesu
sievietes pacienta laundabiga pleiras izsviduma, kas ieglits Hamon VéZa centra, UT Southwestern Medicinas
centra. Adenoskvamoza karcinoma ir reta, jaukta histologiska neplausu mazsunu véza (NSCLC) apakstipa forma,
kura apvienojas gan adenokarcinomas, gan plakansunu karcinomas pazimes. HCC366 ir ieklauta Véza atkaribas
karté (DepMap), CCLE, COSMIC $anu liniju un MD Anderson $iinu liniju projekta panelos. Sai linijai piemit
homozigota TP53 p.Tyr220Cys mutacija (DNS saistiSanas doména strukturala mutacija) un heterozigota ATM
p.Pro534Ala mutacija. Tai nav KRAS, EGFR vai STK11 vaditajmutaciju, un ta uzrada mikrosatelitu stabilitati
(MSS). Dubultosanas laiks ir aptuveni 60-70 stundas.

HCC366 ir piemérota neplausu mazsunu karcinomas (NSCLC) pétijumiem, jo Tpasi pétijumos par plausu
adenoskvamoza karcinoma biologiju, kas joprojam ir nepietiekami izpétita salidzinajuma ar tira
adenokarcinoma vai plakansinu karcinoma apakstipiem. Galvenie pielietojumi ietver: TP53 funkcijas
pastiprinasanas mutaciju pétijjumus; ATM-mediéta DNS bojajumu reakcija; kimijterapijas jutibas un rezistences
testésana (cisplatins, paklitakselis, gemcitabins); mérktiecigo zalu novértésana; zalu jutibas profilésana DepMap
un CCLE sistémas; biomarkieru atklasana jaukta histologiska NSCLC gadijumos; salidzino$a genomika; un
proteomikas/transkriptomikas profilésana. HCC366 ir devis ieguldijumu ari plausu véZa Stinu biologijas
pétijumos, tostarp pétijumos par proliferaciju, migraciju un invazijas mehanismiem, kas saistiti ar laundabigam
pleiras slimibam.

Cilveks

Plausas

Nesmalto Stinu plausu vézis

Laundabigs pleiras izsvidums (parauga nemsanas vieta)

NSCLC pétijumi; plausu adenoskvamozas karcinomas biologija; TP53 p.Tyr220Cys funkcijas pastiprinasanas
pétijumi; ATM DNS bojajumu reakcija; jutiba pret kimijterapiju (cisplatins, paklitakselis, gemcitabins);
DepMap/CCLE zalu jutibas profiléSana; biomarkieru atklasana; NSCLC salidzino$a genomika; laundabigu pleiras
slimibu biologija

HCC-366, HCC0366, Hamona véZa centrs 366

80 gadi

Sievietes

Eiropas
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Morphology Epitélijveidigs
Cell type Epitélija $tnas
Growth Vienslana, adhézija
properties
Normativie dati
Citation HCC366 (Cytion kataloga numurs 302155)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_2059

GMO Status Bez genétiskam modifikacijam; savvalas tipa NSCLC $tinu linija ar endogénam somatiskam mutacijam
(TP53 p.Tyr220Cys homozigota; ATM p.Pro534Ala heterozigota)

Biomolekularie dati

MSl-status MSS
Mutational TP53 p.Tyr220Cys (c.659A>G) homozigots; ATM p.Pro534Ala (c.1600C>G) heterozigots
profile
Darbs ar
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabils glutamins, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820700a)
Medium
Supplements Papildinat barotni ar 10% termiski inaktivétu FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Doubling time aptuveni 60 [idz 70 stundas
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Subculturing Nonemt veco barotni no pielipusajam Sinam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam
izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75 kolbam - 5-10 ml. P&c tam pilniba parklajiet Stinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml
T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatira 8-10 mindtes, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifuggjiet
3 minQtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Split ratio nollidz5

Seeding 1 lidz 3 x 10* §linas/cm?

density

Fluid renewal 2 lidz 3 reizes nedéla

Post-Thaw Pé&c atkausésanas izsgjiet Stnas blivuma 5 x 10* Sinas/cm? un pirms pirmas barotnes nomainas laujiet tam
Recovery vismaz 24 stundas pielipt.

Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai
medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver

optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveselo$anos un samazinatu
krioinduceéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sutitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pllismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifligas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 mindtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stnu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Slinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodrosSinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

or 0 - _
37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Neviens

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pdpi::?fns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatlra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole un molekulara analize

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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