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Informacje ogélne

Description
GP2d to ludzka linia komérkowa gruczolakoraka jelita grubego wyhodowana z niedojrzatego nowotworu

okreznicy. Zostata ona wyhodowana réwnolegle z linia siostrzana GPSd z tej samej probki gruczolakoraka.
Chociaz obie linie wykazujg podobne zmiany genetyczne zgodne z typowymi wzorcami obserwowanymi w raku
jelita grubego, w tym odwrdcong duplikacje obejmujaca region chromosomu 10q11-g21, réznia sie one znacznie
pod wzgledem cech fenotypowych i zachowania komdrkowego. Co istotne, w analizie metoda Southern blot nie
wykryto zadnych translokacji z udziatem protoonkogenu ret - mapowanego w tym regionie chromosomowym -
co sugeruje, ze duplikacja nie zaktdcita bezposrednio tego genu.

Komérki GP2d wykazuja spojny, rozprzestrzeniajacy sie wzorzec wzrostu od krawedzi mikrokolonii, tworzac
zlewajaca sie monowarstwe nabtonkowa. Morfologii tej towarzysza wyrazne wzorce ekspresji czasteczek
adhezyjnych, takich jak integryna a2, desmoplakin i E-kadheryna, z ktérych wszystkie odgrywaja role w
utrzymaniu integralnosci nabtonka. Pod wzgledem funkcjonalnym komaérki GP2d silnie reaguja na naskorkowy
czynnik wzrostu (EGF), transformujacy czynnik wzrostu alfa (TGFa) oraz insuline, o czym $wiadczy zwiekszona
proliferacja komdrek w odpowiedzi na te ligandy. Co ciekawe, zaréwno komérki GP2d, jak i GPSd wykazuja
poréwnywalna liczbe receptoréw EGF, ale réznig sie pod wzgledem ekspres;ji ligandéw tych receptorow.
Komérki GP2d posiadaja obfite mRNA amfireguliny, podczas gdy komdrki GPSd wykazuja gtownie ekspresje
mRNA TGFa przy niewielkiej ilosci lub braku amfireguliny, co koreluje z zaobserwowanymi réznicami w
reakcjach biologicznych.

Cechy te sprawiaja, ze GP2d jest cennym modelem do badania regulacji sygnalizacji czynnikdw wzrostu i adhezji
komorkowej w raku jelita grubego. Jego reaktywnos¢ na bodzce szlaku EGF oraz charakterystyczna morfologia
nabtonkowa podkreslaja jego przydatnos$¢ w badaniu réznicowania i proliferacji komérek nowotworowych.
Ponadto wspdlne pochodzenie z GPSd pozwala na badania poréwnawcze zmiennosci klonalnej w obrebie
nowotwordw, szczegélnie w kontekscie dynamiki ligand-receptor oraz reakcji przejScia nabtonkowo-
mezenchymalnego (EMT).

Organism Cztowiek

Tissue Colon

Disease Gruczolakorak

Synonyms Gp2d, Gp2D, GP2D
Charakterystyka

Age 71 lat
Gender Kobieta

Ethnicity Kaukaski
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Growth
properties

Adherent

Dane regulacyjne

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

GP2D (numer katalogowy Cytion 305778)

9606

CellosaurusAccession CVCL_2450

Dane biomolekularne

Mutational Mutacja: KRAS, prosta, p.Gly12Asp (c.35G>A), heterozygotyczna, TP53
profile
Obstuga

Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukozy, w: 4 mM L-glutaminy, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pirogronianu sodu (numer artykutu

Medium Cytion 820300a)

Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Usun starg pozywke z przylegajacych komdrek i przemyj je PBS, ktdry 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
komérki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél komérkom 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.

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

Incubation
Atmosphere

Shipping
Conditions

Storage
Conditions

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 otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenies¢ zawiesine komadrek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

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

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek 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
interakgcji i wzrostu komorek.

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

e =0 -
37°C, 5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Linie komédrkowe poddane kriokonserwacji s3 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 przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

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.
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Kontrola jakosci / Profil genetyczny /[ HLA

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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