
一般情報

Description
HROG33 T0 M1は、WHOグレードIVの膠芽腫を左後頭側頭部に有する成人女性患者から摘出された新鮮腫瘍組織を由来とする、ヒト膠芽腫（GBM）の初代細胞株である。 「T0」は初回診断時の原発腫瘍を指し、「M1」は当該検体から樹立された対応するin vitroモデルを示す。本細胞株は、患者固有の分子的・機能的特徴を保持することを目的として、生鮮および凍結保存された腫瘍材料から超低継代GBM培養を樹立する体系的な取り組みの一環として作成された。

HROG33 T0 M1は、原発性GBM培養に典型的な線維芽細胞様形態を示す接着性増殖を示す。細胞は単層を形成し、in vitroで一貫した増殖能を示す。 比較樹立研究において、生鮮腫瘍組織と凍結保存腫瘍組織由来の対照培養系は、形態、増殖動態、薬剤応答性に有意差を示さなかった。代表的なHROG細胞株の免疫表現型解析では、グリア線維酸性タンパク質（GFAP）、ネスチン、ビメンチンを含む神経系関連マーカーの発現が確認され、膠芽腫由来の表現型と一致した。 HROGシリーズ全体で実施した分子解析には、MGMTプロモーターメチル化、EGFR増幅、ならびにTP53、IDH1/2、KRAS、BRAFの変異状態の評価が含まれ、樹立培養における腫瘍特異的ゲノム特徴の保持を支持した。

機能面では、HROG由来細胞株はテモゾロミド、BCNU（カルムスチン）、ビンクリスチン、イマチニブなど、GBM治療で使用される標準治療薬および治験薬に対する感受性が評価された。対応する細胞株ペアの薬剤応答プロファイルは、組織凍結保存後も安定かつ再現性のある薬理学的挙動を示した。 超低継代一次GBMモデルであるHROG33 T0 M1は、膠芽腫の生物学的特性、治療反応予測、患者特異的腫瘍異質性の調査に臨床的に関連性のあるin vitroシステムを提供すると同時に、長期連続細胞株適応に伴うアーティファクトを最小限に抑える。

Organism 人間

Tissue 脳

Disease 膠芽腫

特徴

Age 46年

Gender 女性

Ethnicity 白人

Growth
properties

信者

規制データ

Citation HROG33 T0 M1 (Cytion カタログ番号 300878)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_4U48

生体分子データ

ハンドリング
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Culture
Medium

DMEM:Ham's F12 (1:1)、w: 3.1 g/Lグルコース、w: 2.5 mM L-グルタミン、w: 15 mM HEPES、w: 0.5 mMピルビン酸ナトリウム、w: 1.2 g/L NaHCO3 (Cytion製品番号820400a)

Supplements 培地に10% FBSを加える

Dissociation
Reagent

アキュターゼ

Subculturing 接着した細胞から古いメデュームを取り除き、カルシウムとマグネシウ ムを除いたPBSで洗浄する。T25フラスコでは3-5ml、T75フラスコでは5-10mlのPBSを使用する。次に、T25フラスコでは1-2ml、T75フラスコでは2.5mlのアキュターゼで細胞を完全に覆う。室温で8-10分間インキュベートし、細胞を剥離させる。インキュベーション後、細胞を10mlの培地と静かに混合して再懸濁し、300xgで3分間遠心する。上清を捨て、細胞を新しいメデュームに懸濁し、新しいメデュームの入った新しいフラスコに移す。

Freeze
medium

凍結保存培地としては、50％基礎培地＋40％FBS＋10％DMSO、またはCM-1（Cytionカタログ番号800100）を使用する。この培地には、回復を促進し、凍結によるストレスを軽減するために最適化された浸透保護剤と代謝安定剤が含まれている。

Thawing and
Culturing Cells 1. 輸送中の最適温度を維持するため、細胞はドライアイスで輸送される。

2. 凍結バイアルを受け取ったら、細胞の完全性を保つために-150℃以下で直ちに保存するか、直ちに培養が必要な場合はステップ3に進む。

3. 直ちに培養する場合は、バイアルを清浄な水と抗菌剤を入れた37℃のウォーターバスに浸し、小さな氷の塊が残るまで40～60秒間静かに攪拌して速やかに融解する。

4. 凍結バイアルを開封する前に70％エタノールで消毒する。

5. 消毒したバイアルを注意深く開け、細胞懸濁液を8mlの室温培養液を入れた15ml遠心チューブに移し、穏やかに混ぜる。

6. 混合物を300 x gで3分間遠心して細胞を分離し、残留凍結培地を含む上清を注意深く捨てる。

7. 細胞ペレットを10mlの新しい培養液に静かに懸濁する。接着細胞の場合は、懸濁液を2つのT25培養フラスコに分け、懸濁培養の場合は、細胞の相互作用と増殖を効果的に促進するために、全ての培地を1つのT25培養フラスコに移す。

8. 細胞株の継続的な増殖と維持のため、確立された継代培養プロトコールに従 い、信頼できる実験結果を確保する。

Incubation
Atmosphere 37℃、5%CO2、加湿雰囲気。

Flask Coating
解凍後の最適な接着と生存率を得るためには、コラーゲンコートフラスコまたはプレートの使用を推奨する。

Freezing
Procedure 凍結保存された細胞株は、輸送中約-78℃を維持するのに十分な保冷剤とともに、有効な断熱包装でドライアイスとともに輸送される。受領後、直ちに容器を検査し、遅滞なくバイアルを適切な保管場所に移してください。
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Shipping
Conditions 凍結保存された細胞株は、輸送中約-78℃を維持するのに十分な保冷剤とともに、有効な断熱包装でドライアイスとともに輸送される。受領後、直ちに容器を検査し、遅滞なくバイアルを適切な保管場所に移してください。

Storage
Conditions 長期保存の場合、バイアルを-150～-196℃の気相液体窒素に入れる。80℃での保存は、液体窒素に移す前の短い暫定措置としてのみ許容される。

品質管理／遺伝子プロファイル／HLA

Sterility
マイコプラズマ汚染は、PCRベースのアッセイと発光ベースのマイコプラズマ検出法の両方を用いて除外される。

細菌、真菌、酵母のコンタミネーションがないことを確認するため、細胞培養物は毎日目視検査を受けている。
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