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Splosne informacije

Description

Organism
Tissue

Disease
Metastatic site

Applications

Synonyms

Znacilnosti

Age

Gender

Ethnicity

HCC366 je celicna linija adenoskvamoznega karcinoma cloveskih pljuc, vzpostavljena iz malignega pleuralnega
izliva pri 80-letni evropski pacientki v Hamon Cancer Centerju, UT Southwestern Medical Center.
Adenoskvamozni karcinom je redek mesani histoloski podtip nedrobnocelicnega pljucnega raka (NSCLC), ki
zdruZuje znacilnosti adenokarcinoma in skvamoznega karcinoma. HCC366 je vkljucen v panele Cancer
Dependency Map (DepMap), CCLE, COSMIC in MD Anderson Cell Lines Project. Linija nosi homozigotno mutacijo
TP53 p.Tyr220Cys (strukturna mutacija domene za vezavo na DNK) in heterozigotno mutacijo ATM p.Pro534Ala.
Ne nosi gonilnih mutacij KRAS, EGFR ali STK11 ter kaZe mikrosatelitsko stabilnost (MSS). Cas podvojitve je
priblizno 60-70 ur.

HCC366 se uporablja v raziskavah NSCLC, zlasti v Studijah biologije plju¢nega adenoskvamoznega karcinoma, ki
je v primerjavi s podtipi Cistega adenokarcinoma ali skvamoznega karcinoma Se vedno premalo raziskan.
Klju¢ne uporabe vkljucujejo: Studije mutacij s pridobitvijo funkcije gena TP53; odziv na poSkodbe DNK,
posredovan z ATM; testiranje obcutljivosti in odpornosti na kemoterapijo (cisplatin, paklitaksel, gemcitabin);
ocenjevanije ciljnih zdravil; profiliranje obcutljivosti na zdravila v okvirih DepMap in CCLE; odkrivanje
biomarkerjev za NSCLC z meSano histologijo; primerjalno genomiko; ter proteomsko/transkriptomsko
profiliranje. HCC366 je prispeval tudi k Studijam celi¢ne biologije plju¢nega raka, vkljucno z mehanizmi
proliferacije, migracije in invazije, ki so pomembni za maligno pleuralno bolezen.

Clovek

Pljuca

Nedrobnoceli¢ni pljucni rak

Maligni plevralni izliv (mesto odvzema vzorca)

Raziskave NSCLC; biologija adenoskvamoznega karcinoma pljuc; Studije pridobitve funkcije gena TP53
p.Tyr220Cys; odziv gena ATM na poskodbe DNK; obcutljivost na kemoterapijo (cisplatin, paklitaksel,
gemcitabin); profiliranje obcutljivosti na zdravila z DepMap/CCLE; odkrivanje biomarkerjev; primerjalna
genomika NSCLC; biologija malignih bolezni poprsnice

HCC-366, HCC0366, Hamon Cancer Center 366

80 let

Zenske

Evropski
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Morphology Epitelijam podobni
Cell type Epitelijske celice
Growth Enoslojni, adherentni
properties

Regulativni podatki

Citation HCC366 (kataloska Stevilka Cytion 302155)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_2059

GMO Status Brez genske modifikacije; divja celi¢na linija NSCLC z endogenimi somatskimi mutacijami (TP53
p.Tyr220Cys homozigotna; ATM p.Pro534Ala heterozigotna)

Biomolekularni podatki

MSl-status MSS
Mutational TP53 p.Tyr220Cys (c.659A>G) homozigotno; ATM p.Pro534Ala (c.1600C>G) heterozigotno
profile

Ravnanje s spletno stranjo

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnega glutamina, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Stevilka izdelka Cytion 820700a)
Medium

Supplements Gojisce dopolnite z 10 % toplotno aktiviranega FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time priblizno 60 do 70 ur
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Subculturing Odstranite staro gojisce z adherentnih celic in jih sperite s PBS, ki ne vsebuje kalcija in magnezija. Za bucke T25
uporabite 3-5 ml PBS, za bucke T75 pa 5-10 ml. Nato celice popolnoma prekrijte z Accutase, pri cemer uporabite
1-2 ml za bucke T25 in 2,5 ml za bucke T75. Celice pustite inkubirati pri sobni temperaturi 8-10 minut, da se
locijo. Po inkubaciji celice nezno premesajte z 10 ml gojisca, da se ponovno suspendirajo, nato jih 3 minute
centrifugirajte pri 300xg. Zavrzite supernatant, ponovno suspendirajte celice v svezem gojiscu in jih prenesite v
nove bucke, ki Ze vsebujejo sveze gojisce.

Split ratio 1do5

Seeding 1do 3 x 10* celic/cm?

density

Fluid renewal 2 do 3-krat na teden

Post-Thaw Po odmrznitvi celice razporedite po plo3¢ah v gostoti 5 x 10* celic/cm? in jim pred prvo zamenjavo gojis¢a

Recovery pustite vsaj 24 ur ¢asa za prirast.

Freeze Kot gojisce za kriokonzervacijo uporabljamo popolno rastno gojisce (vkljucno s FBS) + 10 % DMSO za ustrezno

medium vitalnost po odmrznitvi ali CM-1 (kataloska Stevilka 800100 podjetja Cytion), ki vkljucuje optimizirane
osmoprotektante in presnovne stabilizatorje za izboljSanje okrevanja in zmanjSanje stresa, povzrocenega s
kriom.
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Thawing and

rin o o . . . . s
Culturing Cells 1. Prepricajte se, da je viala ob dostavi globoko zamrznjena, saj se celice posiljajo na suhem ledu, da se
med prevozom ohranijo optimalne temperature.

2. Po prejemu kriovial takoj shranite pri temperaturi pod -150 °C, da zagotovite ohranitev celicne
celovitosti, ali pa nadaljujte s korakom 3, Ce je potrebno takojsnje gojenje.

3. ZatakojSnje gojenje vialo hitro odtalite tako, da jo potopite v vodno kopel s Cisto vodo in
protimikrobnim sredstvom pri 37 °C ter 40-60 sekund neZzno meSate, dokler ne ostane majhen ledeni
kepica.

4. Vse nadaljnje korake izvajajte v sterilnih pogojih v pretocni nape, pred odprtjem pa kriovial razkuzite s
70 % etanolom.

5. Previdno odprite razkuZeno vialo in celi¢no suspenzijo prenesite v 15-mililitrsko centrifugirno epruveto,
ki vsebuje 8 ml gojisca sobne temperature, ter neZzno premesajte.

6. MeSanico centrifugirajte pri 300 x g 3 minute, da locite celice, in previdno zavrzite supernatant, ki
vsebuje ostanke zamrzovalnega gojisca.

7. Pelet celic nezno ponovno suspendirajte v 10 ml sveZega gojisca. Pri adherentnih celicah suspenzijo
razdelite med dve bucki T25; pri suspenzijskih kulturah prenesite vse gojisce v eno bucko T25, da
spodbudite ucinkovito interakcijo in rast celic.

8. Upostevajte uveljavljene protokole subkultur za nadaljnjo rast in vzdrzevanje celicne linije ter tako
zagotovite zanesljive rezultate poskusov.

Incubation
Atmosphere 37°C,5 %oy vlazno ozracje.

Flask Coating Ni¢

Freezing

Procedure Kriokonzervirane celi¢ne linije se poSiljajo na suhem ledu v potrjeni, izolirani embalaZi z zadostno koli¢ino
hladilnega sredstva, da se med prevozom vzdrzuje priblizno -78 °C. Ob prejemu takoj preglejte embalazo in viale
nemudoma prenesite v ustrezno skladisce.

Shipping

Conditions Kriokonzervirane celicne linije se posiljajo na suhem ledu v potrjeni, izolirani embalaZzi z zadostno koli¢ino
hladilnega sredstva, da se med prevozom vzdrzZuje priblizno -78 °C. Ob prejemu takoj preglejte embalazo in viale
nemudoma prenesite v ustrezno skladisce.
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Storage

Conditions Za dolgotrajno shranjevanje viale postavite v tekoci dusik v parni fazi pri priblizno -150 do -196 °C. Shranjevanje

pri-80 °C je sprejemljivo le kot kratek vmesni korak pred prenosom v tekoci dusik.

Kontrola kakovosti in molekularna analiza

Sterility
Kontaminacija z mikoplazmo se izkljuci z uporabo testov na podlagi PCR in metod za odkrivanje mikoplazme na
podlagi luminiscence.
Da se zagotovi, da ni kontaminacije z bakterijami, glivami ali kvasovkami, se celi¢ne kulture dnevno vizualno
pregledujejo.
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