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COLO-94H stnu linija ir cilvéka kolorektalas adenokarcinomas stinu linija, kas ieglita no metastatiskas vietas
pieaugu$am pacientam. Sim $inam ir epitélija raksturs, un tam piemit kolorektalajam vézim raksturigas
Tpasibas, tapéc tas ir vértigas pétijumiem, kas vérsti uz véza biologiju, zalu izstradi un metastazes mehanismiem.
COLO-94H Suinas aug adherenti un veido monoslani, kas raksturigs epitélija Sinam kultdra. Tam piemit augsta
genétiska un fenotipiska stabilitate, kas lauj ieglit reproducéjamus rezultatus dazadas eksperimentalajas
iekartas.

Pétnieki izmanto COLO-94H sunu liniju, lai pétitu molekularos un Siinu celus, kas saistiti ar kolorektala véza
progresésanu un metastazém. Tas ietver onkogénu, audzéju nomacoso génu un tadu signalizacijas celu ka Wnt,
Notch un PI3K/AKT ietekmes izpéti. Turklat COLO-94H Siinas tiek izmantotas, lai novértétu jaunu
kimijterapeitisko lidzeklu un mérkterapiju efektivitati un toksicitati, nodroSinot uzticamu in vitro modeli
pirmskliniskajiem testiem. Tas ir metastatiskas izcelsmes Siinas, tapéc tas ir piemérotas ari véza Stinu
izplatiSanas un sekundaro vietu kolonizacijas mehanismu izpétei.

Cilveks

Resnas zarnas

Adenokarcinoma

COLO-94H, COLO 94H, COLO9%4H

70 gadi

VirieSi

Kaukazietis

Epitélijveidigs

Adherent

COLO-94H (Cytion kataloga numurs 300161)
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9606

CVCL_4573

Biomolekularie dati
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Ja, kailam pelém

Negativs

Citokeratins 8, 18, 19

COLO-94H sunam ir mutacija Kras géna 12. kodona: GGT(Wt Gly) >GAT(Asp)

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glikozes, w: 2,5 mM L-glutamina, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM natrija piruvata,
w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820400a)

Papildinat barotni ar 10% FBS

Accutase

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. PEc tam pilniba parklajiet Stinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml
T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatiira 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.

1x10* §L‘Jnas/cm2

1lidz 2 reizes nedéla

Post-Thaw Péc atkausesanas izkliedéjiet Siinas uz Skivja ar blivumu 5 x 104 él]nas/cm2 un laujiet Sinam atguties no
Recovery sasaldésanas procesa un pielipt vismaz 24 stundas.
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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
krioinduceto stresu.

Thawing and

R 1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sttitas 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 Stinu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultivésanas 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 plismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Siinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
ml istabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

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

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

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodroSinatu nepartrauktu Stinu linijas augsanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

Incubation
or £ o .
Atmosphere 37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating
Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas

vai plates.
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irr.iiz:fre 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.

Shipping

Conditions Kriokonservétas Stinu linijas tiek sititas 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 llgstoSai 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 / Genetiskais profils / HLA

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, Stnu kultdiras katru dienu vizuali parbauda.

HLA aléles A*:'02:01:01
B*:'15:01:01
C*:'03:04:01
DRB1*:'04:01:01
DQA1*:'03:01:01
DQB1*:'03:02:01
DPB1*:'04:02:01
E:'01:03:02
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