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Bunécna linie HCC1395 je model odvozeny od lidského bazalniho karcinomu prsu, podtypu ¢asto spojovaného s
trojité negativnim karcinomem prsu (TNBC). Tato bunécna linie je zndma svou vysokou genetickou sloZitosti,
ktera zahrnuje zna¢nou genomickou nestabilitu a pozoruhodny mutacni profil typicky pro agresivni karcinomy
prsu. Studie zamérené na HCC1395 identifikovaly znaény pocet somatickych mutaci a variaci poctu kopii, coZ
prispélo k jejimu zarazeni mezi reprezentativni modely pro vyzkum TNBC.

HCC1395 je zvlasté dilezZity pro zkoumani mechanismd, které jsou zakladem rezistence k [ékiim a

metastazovani u bazalnich karcinom prsu. Jedna studie upozornila na vyuZiti této bunééné linie k hodnoceni
dopadu umléeni gen spojenych s migraci bunék, jako je ZEB2, a odhalila, Ze jeho downregulace by mohla snizit
invazivni potencial HCC1395. Kromé toho se v mutac¢nim prostredi této bunécné linie ¢asto vyskytuji zmény v
genech souvisejicich s odpovédi na poskozeni DNA a regulaci bunééného cyklu, jako je TP53, ktery je Casto
mutovan u bazalné podobnych karcinomu prsu.

Diky témto vlastnostem je HCC1395 duleZitym nastrojem pro preklinické studie, které zkoumaji nové
terapeutické strategie, vCetné cilenych a kombinovanych terapii zamérenych na prekonani rezistence.
Zaclenénim vysoce vykonného sekvenovani a pristupt funkéni genomiky védci vyuzivaji HCC1395 k lepSimu
pochopeni patofyziologie TNBC, coZ prispiva k vyvoji G¢innéjsich [écebnych rezimd.

Clovék

Prsa
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HCC-1395, SCC-1395, Hamon Cancer Center 1395

43 let
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Epitelialni glykoprotein 2 (EGP2), cytokeratin 19

Her2/neu-, p53+

Mutace: TP53, p.Argl75His (c.524G>A), homozygotni

RPMI 1640, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 2 mM L-glutaminu, w: 10 mM HEPES, w: 1 mM pyruvatu sodného, w: 1,5 g/l
NaHCO3 (820702a)

Doplrite médium o 10% FBS

Accutase

Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem TrypLE Express, a to 1-2 ml pro bariky
T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se oddélily.
Po inkubaci jemné promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte pfi
300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do novych
banék, které jiz obsahuji Cerstvé médium.

2 az 3krat tydné
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Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spoleCnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, Ze lahvicka zlstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrZely optimalni teploty.

2. Po obdrzZeni kryovialku bud okamzité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponorenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezlistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvi¢ku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivacniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation

Atmosphere 37°C,5 %coz’ zvlhéena atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchycenf a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporuc¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky
potaZené kolagenem.
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Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich
metod detekce mykoplazmy.
Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunééné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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