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Obecné informace

Description

Organism

Tissue

Disease

HROC348Met je lidska bunécéna linie kolorektalniho karcinomu vytvorena z metachronni jaterni metastazy
kolorektalniho adenokarcinomu resekovaného u dospélého pacienta v ramci modelové sbirky HROC
(Hansestadt Rostock Colorectal Cancer). Platforma HROC byla vytvofena prostfednictvim standardizovaného
biobankingu a modelovéni nadord integrujiciho klinické anotace, molekularni charakterizaci, xenotransplantaty
odvozené od pacientl (PDX) a odpovidajici in vitro kultury. HROC348Met predstavuje jeden z metastatickych
modell odvozenych z chirurgicky resekované tkani kolorektalniho karcinomu a byl vytvoren za podminek
nizkého poctu pasazi, aby se zachovaly biologické vlastnosti specifické pro nador.

V ramci kolekce HROC vykazovaly metastatické vzorky - zejména jaterni metastazy - vysokou ucinnost pfi
$tépovani u imunodeficientnich mysi, s celkovou Gspésnosti PDX pfiblizné 68 % v celé kohorté, a jesté vyssi
Uspésnosti u metastatickych nadord ve srovnani s primarnimi nadory. Multivariacni analyzy identifikovaly
postiZeni uzlin a aktivujici mutace v KRAS a BRAF jako nezavislé prediktory GspéSného vytvoreni modelu.
Kolekce zahrnuje vSechny hlavni molekularni podtypy kolorektalniho karcinomu, véetné chromozomalni
nestability (CIN), fenotypu metylatoru CpG ostrovi (CIMP), mikrosatelitd stabilnich (MSS) a mikrosatelitd vysoce
nestabilnich (MSI-H) nadord, coz zajistuje molekularni reprezentativnost pokrocilého stadia onemocnéni.
HROC348Met byl vytvoren v ramci tohoto prisné charakterizovaného ramce s klinicko-patologickymi a
molekularnimi anotacemi podle standardizovanych protokold.

Jako model kolorektélniho karcinomu odvozeny z metastaz s nizkym poétem pasazi je HROC348Met vhodny pro
vyzkum biologie metastatickych nador, korelaci genotypu a fenotypu a testovani terapeutické odezvy jak v 2D
kulture, tak v in vivo PDX nastaveni. Integrovany pristup biobanky, na kterém je zaloZeno jeho vytvoreni,
zajistuje dostupnost odpovidajicich klinickych dat a, kde je to mozné, odpovidajiciho xenotransplantacniho
materialu, coZ umoziuje translacni studie v presné onkologii a predikci odezvy na léky.

Clovék

Jaterni metastazy

Adenokarcinom

Metastatic site  Jatra
Charakteristika
Age 77 let
Gender MuZi
Ethnicity Kavkazsky
Growth Adherentni
properties
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Regulacni udaje

Citation
Biosafety level

NCBI_TaxID

HROC348Met (katalogové Cislo Cytion 300871)

9606

CellosaurusAccession CVCL_1U99

Depositor

M. Linnebacher

Biomolekularni data

MSl-status
’ ’
Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Fluid renewal

MSS

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

Odstranite staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouZzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouZzijte 1-2 ml pro
bariky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a pfeneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

Kazdych 3 az 5 dni

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep3eni regenerace a snizeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . ” - _ . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pri dodani hluboce zmrazena, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pri teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okam?zita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation

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

Flask Coating Zadny

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Shipping
Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned

zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testl zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.

Profil STR Amelogenin: x,y
CSF1PO:8.3,9.3
D13S317:12
D55818: 11,12
THO1:8.3
TPOX:7.3,8.3
VWA: 18.1
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