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HROC300 T2 M1 je lidska bunécna linie kolorektalniho karcinomu odvozena z primarniho nadorového vzorku
resekovaného u dospélého pacienta v ramci modelové sbirky HROC (Hansestadt Rostock Colorectal Cancer).
Oznaceni ,,T2“ znamena, Ze nador byl ziskan pfi druhém chirurgickém zakroku, zatimco ,,M1 oznacuje
odpovidajici in vitro model vytvoreny z tohoto vzorku. Platforma HROC integruje komplexni biobanking se
standardizovanou generaci xenotransplantatl odvozenych od pacientl (PDX) a trvalych bunéénych linii s
nizkym poctem pasazi, coz umoznuje molekularné anotované nadorové modely z po sobé jdoucich pfipadi
kolorektalniho karcinomu.

Vytvoreni HROC300 T2 M1 probéhlo podle standardizovaného protokolu zahrnujiciho mechanickou disociaci
Cerstvé resekované nadorové tkang, filtraci za Gcelem ziskani suspenzi jednotlivych bunék a vysev na kolagenem
potazené kultivaéni desti¢ky v definovaném kultivacnim médiu pro nadorové buriky doplnéném glutaminem,
antibiotiky a antimykotiky. V celé kohorté HROC byly trvalé primarni bunécné linie generovany z pfiblizné 13 %
pokust o vzorky kolorektalniho karcinomu, pficemz Uspésné vytvoreni korelovalo v univariantni analyze s
vy$Sim stupném nadoru a pokrocilym stavem uzlin. Multivariantni analyza identifikovala postiZzeni uzlin jako
nezavisly prediktor Gspésného vytvoreni in vitro modelu. Tyto nalezy odrazeji obohaceni biologicky agresivnich
fenotypl mezi Uspésné adaptovanymi kulturami.

V ramci Sirsi sbirky HROC zahrnuji modely vSechny hlavni molekularni podtypy kolorektalniho karcinomu,
véetné chromozomalni nestability (CIN), fenotypu metylatoru CpG ostrovil (CIMP), mikrosatelitni stability (MSS)
a mikrosatelitni nestability s vysokou mirou (MSI-H), jakoz i riznorodé mutaéni pozadi ovliviiujici geny jako
KRAS, BRAF, TP53, APC a PIK3CA. HROC300 T2 M1 byl vytvofen v tomto pfisné anotovaném kontextu, coz
umoZznuje integraci s odpovidajicimi klinicko-patologickymi (daji a, pokud jsou k dispozici, s odpovidajicim PDX
materialem. Jako model kolorektalniho karcinomu s nizkym poctem pasazi odvozeny od pacienta je HROC300
T2 M1 vhodny pro studie biologie nadord, asociaci genotypu a fenotypu a preklinického terapeutického
testovani v rdmci presné onkologie.

Clovék

Kolorektaln{

Adenokarcinom, TNM stadium T4aN1bM1R2LOV1, grading G2, Lk(n) + 3, ¥ Lk(n) 22

Pfitomnost vzdalenych metastaz (TNM M1; stadium T4aN1bM1R2)

Vyzkum kolorektélniho karcinomu; adenokarcinom tlustého stfeva a konecniku (MSS); biobanka HROC
Linnebacher; citlivost na léCiva; modelovani kolorektalniho karcinomu v pokrocilém stadiu; biologie nadoru
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Ethnicity Kavkazsky
Morphology Epitelu podobné
Cell type Epitelové buriky
Growth Adherentni
properties
Regulacni udaje
Citation HROC300 T2 M1 (katalogové &islo Cytion 300866)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_VQ94
Depositor M. Linnebacher

GMO Status Bez genetické modifikace; bunécna linie CRC divokého typu odvozend od pacienta (biobanka HROC
Linnebacher).

Biomolekularni data

MSI-status MSS
, I
Zpracovani
Culture 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
Medium sodného, w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)
Supplements Dopliite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
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Subculturing

Fluid renewal

Freeze
medium

Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere
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Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
barky 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 bunky 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 preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

Kazdych 3 az 5 dni

Jako kryokonzervaéni médium pouZivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.

1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrZely optimalni teploty.

2. Po obdrZeni kryovialku bud okamzité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

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

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

5. Opatrné oteviete dezinfikovanou lahvi¢ku 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 kultivacni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podporili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni riist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

o £ 0 . .
37°C,5 /Ocoz’ zvlhéend atmosféra.
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Flask Coating Zadny

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji 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
mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.

Storage

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

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

Kontrola kvality a molekularni analyza

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 bunééné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.

Profil STR CSF1PO: 10,12
D13$317:8,10
D16S539: 12
D55$818: 13.1
D75820: 10,11
THO01:8,9.3
TPOX: 8,8.3
VWA: 17.1
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