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Vseobecné informacie

Description
PM-LGSOC-01 je bunkova linia odvodena z peritonedlnych metastaz ser6zneho karcindmu vajeénikov nizkeho
stupnia (LGSOC). Tato bunkova linia bola vytvorena ako stcast komplexného vyskumného modelu, ktory zahfial
aj xenotransplantat odvodeny od pacienta (PDX). Vytvorenie PM-LGSOC-01 zahffialo ortotopické prirastenie
prostrednictvom subperitonedlnej injekcie nadorovej suspenzie do mysi SCID/Beige, ¢o viedlo k vytvoreniu
modelu véasného Stadia transplantovatelnych peritonealnych metastaz (PM)-PDX. Histologicka analyza
potvrdila, Ze bunky PM-PDX aj PM-LGSOC-01 si zachovali mikropapilarne a kribriformné rastové vzory typické
pre LGSOC s nadorovym pucanim a expresiou markerov, ako st PAX8 a WT1. Geneticka analyza ukazala, Ze
primarny nador, PM a bunkova linia maju spolo¢nd mutaciu KRAS ¢.35 G > T (p.Gly12Val), vdaka ¢omu je tento
model vhodny na stidium progresie LGSOC a odpovede na liecbu, najma vo vztahu k drahe MAPK.
PM-LGSOC-01 vykazuje klicové vlastnosti délezité pre predklinicky vyskum. Ma zdvojovaci ¢as priblizne 42
hodin v skorych pasazach, ktory sa v neskorsich stadiach bunkovej kulttry skratil na 23 hodin, a udrZiava sa viac
ako 100 pasazi in vitro. Bunkova linia vykazuje epitelovi morfoldgiu s organizaciou podobnou epitelu a vysokou
adhéziou buniek. Vykazuje vSak obmedzenu odpoved na chemoterapiu na baze platiny, ale je vysoko citliva na
paklitaxel (IC50: 6,3 +2,2 nM). Okrem toho je PM-LGSOC-01 obzvlast citlivy na inhibitor MEK trametinib (1C50: 7,2
+0,5 nM), a to in vitro aj in vivo, ¢o odraza vplyv mutacie KRAS na terapeuticki odpoved.
PM-LGSOC-01 sldzi ako cenny nastroj na skimanie LGSOC, najma v kontexte liekovej rezistencie, nddorovosti a
citlivosti na cielené terapie, ako st inhibitory MEK. Jeho pouZitie pri vyvoji personalizovanych lie¢ebnych
pristupov pre low-grade serézny karcindm ovdria je velmi doleZité vzhladom na slabu reakciu LGSOC na
konven¢nl chemoterapiu v porovnani s high-grade seréznym karcinémom ovaria (HGSOC).

Organism Ludské

Tissue Vajeénik

Disease Nizkostupriovy serézny karcindm ovaria

Metastatic site Peritoneum

Synonyms M28/2

Charakteristika

Age 60 rokov

Gender Zeny

Morphology Epitelu podobné

Growth Adherent

properties
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Regulacne udaje

Citation PM-LGSOC-01 (katalégové &islo Cytion 300305)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_xx32

Biomolekularne udaje

Mutational Mutdcia KRAS c.35 G > T (p.(Gly12Val))
profile
Spracovanie
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion ¢islo ¢lanku 820100a)
Medium
Supplements Doplrite médium o 10% FBS a 1% NEAA
Dissociation Trypsin/EDTA a Ca2+/Mg2+ volny fosfatovy pufr
Reagent

Doubling time 42 hodin

Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouzite
1-2 mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju ¢erstvé médium.

Split ratio Odporiéa sa pomer 1:20

Seeding 1x 10% buniek/cm?

density
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Freeze Ako kryokonzerva¢né médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie obnovy a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrZala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injek¢nu liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pricom ju jemne mieSajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. Vsetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innu interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivaéné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhéena atmosfeéra.

Flask Coating Ziadne

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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z::‘pdpi::?fns Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150
az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality a molekularna analyza

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem

zalozenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.

STR profile CSF1PO: 10,11
D13$317: 12,13
D165539: 10,13
D5S$818: 11,12
D75820: 9,1
THO1: 6,7
TPOX: 8,1
VWA: 15,17
D3$1358: 14, 15
D21S11: 28,32
D18S51: 12,17
D8S1179: 13, 14
FGA: 23,24
D251338: 24, 25
D195433: 12,16
PEZ6: OVCAR3
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