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Vseobecné informacie

Description
GP2d je ludska bunkova linia kolorektalneho adenokarcindmu odvodena z nizko diferencovaného nadoru

hrubého Creva. Bola vytvorena spolu so sesterskou liniou GPSd z rovnakého vzorku adenokarcinému. Hoci obe
linie vykazuji podobné genetické zmeny zodpovedajlice beznym vzorom pozorovanym pri kolorektalnom
karcindme, vratane invertovanej duplikacie zahfriajicej chromozém 10q11-g21, vyrazne sa liSia vo svojich
fenotypovych charakteristikach a bunkovom spravani. Je pozoruhodné, Ze analyzou Southern blot neboli
zistené ziadne translokacie zahffiajice protoonkogén ret - mapovany do tejto chromozémovej oblasti -, ¢o
naznacuje, Ze duplikacia tento gén priamo nenarusila.

Bunky GP2d vykazuju kohezivny, rozsirujuci sa rastovy vzor od okrajov mikrokoldnii, ¢im vytvarajd konfluentnd
epitelialnu monovrstvu. Tato morfoldgia je sprevadzana odliSnymi expresnymi vzormi adhéznych molekl, ako
su a2-integrin, desmoplakin a E-kadherin, z ktorych v3etky hrajd Glohu v udrZiavani epitelidlnej integrity. Z
funkéného hladiska bunky GP2d silne reaguji na epidermalny rastovy faktor (EGF), transformujtci rastovy
faktor alfa (TGFa) a inzulin, ¢o dokazuje zvysena bunkova proliferacia v reakcii na tieto ligandy. Zaujimavé je, Ze
bunky GP2d aj GPSd exprimuju porovnatelny pocet receptorov EGF, ale liSia sa v expresii ligandov receptora
EGF. Bunky GP2d maji hojné mnozstvo mRNA amfiregulinu, zatial ¢o GPSd prevazne exprimuje mRNA TGFa s
malym alebo Ziadnym mnozstvom amfiregulinu, ¢o koreluje s pozorovanymi odlisnymi biologickymi reakciami.

Tieto vlastnosti robia z GP2d cenny model na stidium reguldcie signalizacie rastovych faktorov a bunkovej
adhézie pri kolorektalnom karcindme. Jeho citlivost na stimuly EGF drahy a odlisna morfoldgia epitelu
zddraziuja jeho uZitoénost pri skimani diferenciacie a proliferacie nadorovych buniek. Okrem toho spoloény
p6vod s GPSd umoZzriuje komparativne Studie klonalnej variacie v rdmci nadorov, najma v kontexte dynamiky
ligand-receptor a reakcii epitelovo-mezenchymovej transformacie (EMT).

Organism Ludské

Tissue Colon

Disease Adenokarciném
Synonyms Gp2d, Gp2D, GP2D

Charakteristika

Age 71 rokov
Gender Zeny
Ethnicity Kaukazsky
Growth Adherent

properties
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Mutécia: KRAS, jednoducha, p.Gly12Asp (c.35G>A), heterozygotna, 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

Accutase

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
1-2mlpre 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
minUty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v Cerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju ¢erstvé médium.

Ako kryokonzerva¢né médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
zabezpecenie primeranej zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (kataldgové ¢islo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu sposobeného kryo.
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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 zabezpe(ili
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, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného 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 éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

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

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd 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.

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 / Geneticky profil / HLA

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Nemecko 3
Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



Product sheet u' CYtion

Bunky GP2D | 305778

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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