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Informacje ogélne

Description

Organism

Tissue

Disease

Metastatic site

Applications

HROHepO03 to ludzka linia komérkowa gruczolakoraka watrobowokomérkowego, wyhodowana z pierwotnego
guza watroby 71-letniej pacjentki rasy kaukaskiej, nalezaca do serii linii komérkowych nowotworéw
pochodzacych od pacjentéw z biobanku HRO, opracowywanej przez dr. Michaela Linnebachera od 2006 roku.
Nowotwor zostat sklasyfikowany jako pierwotny gruczolakorak w stadium TNM TONxMx, stopnia 3, co
odzwierciedla gruczolakoraka watroby o wysokim stopniu ztosliwosci bez potwierdzonych przerzutéw
odlegtych w momencie pobrania tkanki. Linia HROHep03 rosnie w postaci przylegajacej monowarstwy o
morfologii przypominajacej fibroblasty; potwierdzono, ze jest wolna od wiruséw patogennych dla cztowieka
(HBV, HCV i HIV), co jest zgodne z rygorystycznymi standardami kontroli jakosci serii biobanku Linnebachera.
Numer katalogowy w bazie Cellosaurus to CVCL_2U72.

HROHep03 ma zastosowanie w badaniach nad gruczolakorakiem watrobowokomérkowym, badaniach nad
biologia komérek nowotworowych watroby o wysokim stopniu ztosliwosci, testach wrazliwosci i opornosci na
leki (sorafenib, cisplatyna, 5-FU), testach inwazji i migracji nowotworéw watroby oraz analizie szlakéw
molekularnych. Jako czes$¢ biobanku HRO linia ta stanowi zaséb biologiczny specyficzny dla danego pacjenta,
ktéry mozna potaczy¢ z dopasowanym materiatem immunologicznym pochodzacym od tego samego pacjenta
w celu prowadzenia spersonalizowanych badan onkologicznych. Jej morfologia przypominajaca fibroblasty
odréznia ja fenotypowo od bardziej powszechnych linii HCC o charakterze hepatocytowym i moze
odzwierciedlaé cechy przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego nabyte podczas progresji nowotworu lub
adaptacji in vitro.

HROHepO03 jest hodowana jako hodowla przylegajaca w pozywce DMEM:Ham’s F12 (1:1) uzupetnionej 10% FBS
w temperaturze 37°C w nawilzonej atmosferze zawierajacej 5% CO,. Komérki sa poddawane subkulturowi przy
uzyciu Accutase, gdy osiagna okoto 80-90% konfluencji. Pozywke wymienia sie co 3-5 dni; po rozmrozeniu
nalezy odczekaé co najmniej 2 dni na regeneracje komorek przed pierwsza wymiang pozyweki.

Cztowiek

Watroba

Pierwotny gruczolakorak, stadium TONxMx, stopien 3

Nie dotyczy (stopien zaawansowania TNM: TONxMx; brak potwierdzonych przerzutéw odlegtych w momencie
pobrania prébki)

Badania nad gruczolakorakiem watrobowokomaérkowym; modelowanie HCC o wysokim stopniu ztosliwosci;
badania wrazliwosci na leki (sorafenib, cisplatyna, 5-FU); inwazja i migracja nowotwordéw watroby; badania z
wykorzystaniem biobanku HRO dopasowanego do poszczegdlnych pacjentéw

Charakterystyka

Age

Gender

71 lat

Kobieta
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Ethnicity Kaukaski

Morphology Podobny do fibroblastéw

Cell type Typ fibroblastowy (rak watrobowokomérkowy)
Growth Adherent

properties

Dane regulacyjne

Citation HROHep03 (numer katalogowy Cytion 300197)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_2UT2

Depositor M. Linnebacher

GMO Status Bez modyfikacji genetycznych; linia komérkowa gruczolakoraka watroby typu dzikiego, pochodzaca od
pacjenta, wyhodowana przez dr. Linnebachera. Potwierdzono brak obecnosci wiruséw HBV, HCV i HIV.

Dane biomolekularne

Viruses Wolny od ludzkich wiruséw chorobotwérczych HBV, HCV, HIV.
Obstuga
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukozy, w: 2,5 mM L-glutaminy, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pirogronianu
Medium sodu, w: 1,2 g/l NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820400a)
Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time ok. 48-72 godzin
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Subculturing Usun starg pozywke z przylegajacych komdrek i przemyj je PBS, ktory 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
komorki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél komdrkom 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.

Split ratio od1do3

Seeding 2 x 10% komdrek; ¢ ;2

density

Fluid renewal Co3do5dni

Post-Thaw 2 dni

Recovery

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 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 otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

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

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek 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
interakcji i wzrostu komorek.

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

Incubation

or 0 s
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating Brak

Freezing
Procedure Linie komédrkowe poddane kriokonserwacji s3 wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych

opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymad temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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Shipping
Conditions

Storage
Conditions

Kontrola jakosci i analiza molekularna

Sterility

Profil STR

 Cytion

Linie komodrkowe poddane kriokonserwacji sa 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 przeniesc 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.

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.

Amelogenin: x,x
CSF1P0:9,11
D13S317:11,12
D16S539: 9,12
D5S818: 10,12
D75820: 8,11
THO1: 7,9
TPOX: 8

VWA: 16,17
D3S1358: 15,16
D21S11: 30
D18S51: 12,17
D8S1179: 13,14
FGA: 19,22
D2S1338: 18,19
D19S433: 14,14.2
PEZ6: HB-CLS-2
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