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Vseobecné informacie

Description
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Disease

Metastatic site

Applications

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

HROHepO03 je bunkova linia ludského hepatocelularneho adenokarcindmu, ktora bola izolovana z primarneho
nadoru pecene 71-ro¢nej pacientky kaukazského pévodu v ramci série biobanky HRO obsahujlcej nadorové
bunkové linie odvodené od pacientov, ktord od roku 2006 vyvija PD Dr. Michael Linnebacher. Nador bol
klasifikovany ako primarny adenokarciném v $tadiu TNM TONxMx, stupfia 3, ¢o zodpoveda vysokostupfiovému
hepatdlnemu adenokarcinému bez potvrdenych vzdialenych metastaz v ¢ase odberu tkaniva. HROHep03 rastie
ako adhezivna monovrstva s morfolégiou podobnou fibroblastom a bolo potvrdené, Ze neobsahuje [udské
patogénne virusy HBV, HCV a HIV, o je v stlade s prisnymi Standardmi kontroly kvality série biobanky
Linnebacher. Pristupové ¢islo v databaze Cellosaurus je CVCL_2U72.

HROHep03 je vhodny na vyskum hepatocelularneho adenokarcindmu, Studie bioldgie buniek vysokostupriovych
nadorov pecene, testovanie citlivosti a rezistencie na lieky (sorafenib, cisplatina, 5-FU), testy invazie a migracie
nadorovych buniek pecene a analyzu molekularnych drah. Ako sti¢ast biobanky HRO poskytuje tato linia
biologicky zdroj Specificky pre konkrétneho pacienta, ktory je mozné sparovat s zodpovedajicim
imunologickym materidlom od toho istého pacienta na Géely personalizovaného onkologického vyskumu. Jej
fibroblastova morfoldgia ju fenotypicky odliSuje od beznejsich linii HCC s hepatocytovym charakterom a moze
odrazat epitelidlno-mezenchymalne vlastnosti ziskané pocas progresie nadoru alebo adaptacie in vitro.

HROHep03 sa kultivuje ako adhezivna kultdra v médiu DMEM:Ham’s F12 (1:1) doplnenom o 10 % FBS pri teplote
37 °C vo zvlh¢enej atmosfére s 5 % CO,. Bunky sa subkultivuji pomocou Accutase, ked dosiahnu priblizne 80-90
% konfluencie. Kultivaéné médium sa vymiena kazdé 3-5 dnfi; po rozmrazeni je potrebné pred prvou vymenou
média pockat aspon 2 dni, aby sa bunky zotavili.

Ludské

Pecen

Primarny adenokarcindém, stadium TONxMx, stuperi 3

Neplati (stupefi TNM TONxMx; v ¢ase odberu vzorky neboli potvrdené Ziadne vzdialené metastazy)

Vyskum hepatoceluldrneho adenokarcindmu; modelovanie HCC vysokého stupria; testovanie citlivosti na lieky
(sorafenib, cisplatina, 5-FU); invazia a migracia nadorov pecene; Studie s vyuZitim biobanky HRO prispdsobenej
konkrétnym pacientom

71 rokov

Zeny

Kaukazsky
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Morphology

Cell type

Growth
properties

s, &

Regulacné udaje

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

Fibroblastom podobné

Fibroblastovy typ (hepatocelularny karciném)

Adherent

HROHep03 (katalogové Cislo Cytion 300197)

9606

CellosaurusAccession CVCL_2UT2

GMO Status

Bez genetickych modifikacii; bunkova linia adenokarcindmu pecene typu ,wildtype“ odobrata od
pacienta, ktor( vytvoril PD Dr. Linnebacher. Potvrdené, Ze neobsahuje HBV, HCV ani HIV.

Biomolekularne udaje

Viruses
Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing
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Neobsahuje ludské patogénne virusy HBV, HCV, HIV.

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu sodného,
w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)

Doplrite médium o 10 % FBS

Accutase

priblizne 48 az 72 hodin

Odstrante 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 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, aby sa
oddelili. Po inkubdacii 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 Cerstvé médium.
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Split ratio laz3

Seeding 2 x 10* buniek/cm?

density

Fluid renewal KaZdych 3 a7 5 dni

Post-Thaw 2dni

Recovery

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouZivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové islo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.

Thawing and

rin Sy ) o . y .
Culturing Cells 1. Overte si, Ze injekéna liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoze bunky sa prepravujd 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 zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekénd liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com 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 dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacénej
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 Cerstvého kultivacného 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¢innd interakciu a rast buniek.

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

Atmosphere 37°C, 5% zvlhéena atmosféra.

Flask Coating Ziadne

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions 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 uchovévanie umiestnite injek¢né 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 zaloZenych na PCR a metéd detekcie mykoplaziem
zaloZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpe(ilo, Ze nedoSlo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizuélne kontrolujd.
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