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Obecné informace

Description
GP2d je lidska bunécna linie kolorektalniho adenokarcinomu odvozena z malo diferencovaného nadoru tlustého

stfeva. Byla vytvorena spolecné se sesterskou linii GPSd ze stejného vzorku adenokarcinomu. Ackoli obé linie
vykazuji podobné genetické zmény odpovidajici béZnym vzorclim pozorovanym u kolorektélniho karcinomu,
vCetné inverzni duplikace zahrnujici chromozom 10q11-g21, vyrazné se lisi ve svych fenotypovych
charakteristikach a bunééném chovani. Je pozoruhodné, Ze Southernovou analyzou nebyly detekovany zadné
translokace zahrnujici protoonkogen ret - mapovany do této chromozomalni oblasti -, coz naznacuje, ze
duplikace tento gen pfimo nenarusila.

vvvvv

epitelialni monovrstvu. Tato morfologie je doprovazena odliSnymi expresnimi vzorci adheznich molekul, jako
jsou a2-integrin, desmoplakin a E-kadherin, z nichZ vSechny hraji roli v udrZovani epitelialni integrity. Z
funkéniho hlediska buriky GP2d silné reaguji na epidermalni ristovy faktor (EGF), transformujici rGstovy faktor
alfa (TGFa) a inzulin, jak dokazuje zvySena bunécna proliferace v reakci na tyto ligandy. Zajimavé je, Ze jak GP2d,
tak GPSd exprimuji srovnatelné mnozstvi receptort EGF, lisi se vSak v expresi ligand receptor EGF. Buriky
GP2d maji hojné mnoZzstvi mRNA amfiregulinu, zatimco GPSd exprimuje pfevazné mRNA TGFa s malym nebo
zadnym mnozstvim amfiregulinu, coZ koreluje s pozorovanymi odliSnymi biologickymi reakcemi.

Tyto vlastnosti ¢ini z GP2d cenny model pro studium regulace signalizace riistovych faktor( a bunécné adheze u
kolorektalniho karcinomu. Jeho citlivost na podnéty EGF drahy a odlisna epitelidlni morfologie zdlrazriuji jeho
uziteénost pfi zkoumani diferenciace a proliferace nadorovych bunék. Spoleény ptvod s GPSd navic umozZriuje
srovnavaci studie klonalni variability v nddorech, zejména v kontextu dynamiky ligand-receptor a reakci
epitelidlné-mezenchymalni transformace (EMT).

Organism Clovék

Tissue Stfeva

Disease Adenokarcinom
Synonyms Gp2d, Gp2D, GP2D

Charakteristika

Age 71 let
Gender Zeny
Ethnicity Kavkazsky
Growth Adherentn(

properties
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Regulacni udaje

Citation
Biosafety level

NCBI_TaxID

GP2D (katalogové Cislo Cytion 305778)

9606

CellosaurusAccession CVCL_2450

Biomolekularni data

Mutational
profile

Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

Mutace: KRAS, jednoducha, p.Gly12Asp (c.35G>A), heterozygotni, TP53

DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku
Cytion 820300a)

Doplrite médium o 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing 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 Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
barky 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 burnky 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 ¢erstvé médium.

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni ristové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostate¢né 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.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Ovérte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmrazena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
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 lahvicku 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 kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

o Eo . ,
37°C,5 /0C02’ zvlhéena atmosféra.

Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji 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.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvi¢ky do kapalného dusiku v plynné fazi pri teploté priblizné -150 az -196
°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA
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Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vylou¢ena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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