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Informacje ogélne

Description

Organism

Tissue

Disease

Metastatic site

Applications

Synonyms

HCC366 to ludzka linia komdrkowa raka adenoskwamowatego ptuca, wyizolowana z ztosliwego wysieku
optucnowego 80-letniej pacjentki pochodzenia europejskiego w Hamon Cancer Center przy UT Southwestern
Medical Center. Rak adeno-ptaskonabtonkowy jest rzadkim podtypem histologicznym niedrobnokomérkowego
raka ptuca (NSCLC), taczacym cechy zaréwno gruczolakoraka, jak i raka ptaskonabtonkowego. Linia HCC366
znajduje sie w panelach Cancer Dependency Map (DepMap), CCLE, COSMIC oraz w ramach projektu MD
Anderson Cell Lines Project. Linia ta nosi homozygotyczng mutacje TP53 p.Tyr220Cys (mutacje strukturalng
domeny wigzacej DNA) oraz heterozygotyczng mutacje ATM p.Pro534Ala. Nie wykazuje mutacji sterujacych w
genach KRAS, EGFR ani STK11 oraz charakteryzuje sie stabilnosciag mikrosatelitarowa (MSS). Czas podwojenia
wynosi okoto 60-70 godzin.

Linia HCC366 ma zastosowanie w badaniach nad niedrobnokomdrkowym rakiem ptuca (NSCLC), w
szczegblnosci w badaniach nad biologia raka ptuca typu adeno-ptaskonabtonkowego, ktéry pozostaje
niedostatecznie zbadany w poréwnaniu z podtypami czystego gruczolakoraka lub raka ptaskonabtonkowego.
Kluczowe zastosowania obejmuja: badania mutacji powodujacych wzmocnienie funkcji genu TP53; reakcje na
uszkodzenia DNA, w ktdrej posredniczy ATM; badania wrazliwosci i opornosci na chemioterapie (cisplatyna,
paklitaksel, gemcytabina); ocene lekdw celowanych; profilowanie wrazliwosci na leki w ramach platform
DepMap i CCLE; odkrywanie biomarkerdw dla NSCLC o mieszanej histologii; genomike poréwnawcza; oraz
profilowanie proteomiczne i transkryptomiczne. Linia HCC366 przyczynita sie rowniez do badan nad biologia
komorek raka ptuca, w tym nad mechanizmami proliferacji, migracji i inwazji istotnymi w przypadku ztosliwych
chordb optucne;j.

Cztowiek

Ptuco

Niedrobnokomdrkowy rak ptuca

Ztosliwy wysiek optucnowy (miejsce pobrania prébki)

Badania nad NSCLC; biologia raka ptuc typu adeno-ptaskonabtonkowego; badania nad zyskiem funkcji genu
TP53 p.Tyr220Cys; reakcja ATM na uszkodzenia DNA; wrazliwos¢ na chemioterapie (cisplatyna, paklitaksel,
gemcytabina); profilowanie wrazliwosci na leki metoda DepMap/CCLE; odkrywanie biomarkeréw; genomika
poréwnawcza NSCLC; biologia nowotwordw ztosliwych optucnej

HCC-366, HCC0366, Hamon Cancer Center 366

Charakterystyka

Age

Gender

80 lat

Kobieta
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Ethnicity Europejski

Morphology Podobny do nabtonka

Cell type Komérki nabtonkowe
Growth Monowarstwa, przylegajaca
properties

Dane regulacyjne

Citation HCC366 (numer katalogowy Cytion 302155)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_2059

GMO Status Bez modyfikacji genetycznych; linia komérkowa NSCLC typu dzikiego z endogennymi mutacjami
somatycznymi (homozygotyczna mutacja TP53 p.Tyr220Cys; heterozygotyczna mutacja ATM
p.Pro534Ala)

Dane biomolekularne

MSl-status MSS
Mutational TP53 p.Tyr220Cys (c.659A>G) - homozygotyczny; ATM p.Pro534Ala (c.1600C>G) - heterozygotyczny
profile
Obstuga
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnej glutaminy, w: 2,0 g/L NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820700a)
Medium
Supplements Uzupetni¢ podtoze 10% FBS inaktywowanym termicznie
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time ok. 60-70 godzin
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Subculturing Usun starg pozywke z przylegajacych komdrek i przemyj je PBS, ktory nie zawiera wapnia i magnezu. W
przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komorki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél komdrkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komorki w Swiezej pozywce i przeniesc je do nowych kolb zawierajacych juz Swieza pozywke.

Split ratio od1ldo5

Seeding od 1 do 3 x 10* komdrek/cm?

density

Fluid renewal 2 do 3 razy w tygodniu

Post-Thaw Po rozmrozeniu nalezy wysia¢ komérki w gestosci 5 x 10* komdrek/cm? i odczekaé co najmniej 24 godziny, az
Recovery komorki przylgna, przed pierwsza wymiang pozywki.

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu
medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra

zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucic supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdow.

Incubation

or 0 s
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating Brak

Freezing
Procedure Linie komédrkowe poddane kriokonserwacji s3 wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych

opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymad temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pdpi::?fns Linie komodrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci i analiza molekularna

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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