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Uldine teave

Description
HROGO06 TO M2 on primaarne inimese glioblastoma multiforme (GBM) rakuliin, mis on loodud WHO IV astme

glioblastomaga diagnoositud taiskasvanud patsiendi varskelt eemaldatud kasvajakoest. Tahis , TO” nditab, et
kasvajaproov voeti esialgse kirurgilise sekkumise kaigus, samas kui ,M2” viitab teisele iseseisvalt loodud in vitro
mudelile, mis on saadud samast esmasest kasvajast. Rakuliin arendati HROG (Hansestadt Rostock Glioma)
platvormi raames, mis keskendub ultra-madala passaaZiga glioomikultuuride loomisele, mis sailitavad
patsiendi algse kasvaja bioloogilised ja molekulaarsed omadused.

HROGO06 TO M2 kasvab standardiseeritud kultiveerimistingimustes adhesiivselt ja nditab esmasele GBM-
kultuurile tiupilist spindlikujulist, fibroblastidele sarnast morfoloogiat. HROG-seeria immunofenotiiibilised
analuiisid naitavad narvi- ja gliaalsete markerite, nagu gliaalsete fibrillaarse happelise valgu (GFAP), nestini ja
vimentiini ekspressiooni, mis toetab astrotstiiitide kasvaja paritolu. HROG platvormi molekulaarne
iseloomustus holmab kliiniliselt oluliste biomarkkerite hindamist, nagu MGMT promootori
metiilatsioonistaatus, EGFR amplifikatsioon ja geenide mutatsiooniprofiil, sealhulgas TP53, IDH1/2, KRAS ja
BRAF, mis kinnitab kasvajaga seotud genoomiliste muutuste sailimist varajastes kultuurides.

HROGO06 TO M2 on kasutatud in vitro hindamiseks ravivastustele glioblastoomi standardravile, sealhulgas
alkiililivate kemoteraapiavahendite ja sihtinhibiitorite puhul. HROG-kogumiku vordlevad analiiiisid nditavad
stabiilset morfoloogiat, reprodutseeritavat kasvukineetikat ja jarjepidevaid ravimite tundlikkuse profiile
varastes passaazides, mis toetab selle sobivust translatsioonilise uurimismudelina. Patsiendilt saadud madala
passaaziga GBM-rakuliinina pakub HROG06 T0 M2 kliiniliselt olulist platvormi glioblastoomi bioloogia, kasvaja
heterogeensuse ja ravimresistentsuse mehhanismide uurimiseks.

Organism Inimene
Tissue Aju
Disease Glioblastoom

Omadused

Ethnicity Kaukaasia

Growth Kinnipeetav
properties

Regulatiivsed andmed

Citation HROGO6 TO M2 (Cytioni katalooginumber 300883)
Biosafety level 1
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NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_BTFP

Biomolekulaarsed andmed

Tootlemine

Culture
Medium

Supplements

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L gliikoosi, w: 2,5 mM L-glutamiini, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM
naatriumplruvaati, w: 1,2 g/L NaHCO3 (Cytioni artikli number 820400a)

Taiendada s66tme 10% FBS-ga

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Eemaldage kleepunud rakkudelt vana s66tme ja peske neid PBS-ga, milles puudub kaltsium ja magneesium.
T25 kolbide puhul kasutage 3-5 ml PBS-i ja T75 kolbide puhul 5-10 ml. Seejérel katke rakud taielikult
Accutase'iga, kasutades 1-2 ml T25 kolbide puhulja 2,5 ml T75 kolbide puhul. Laske rakkudel inkubeerida 8-10
minutit toatemperatuuril, et need eralduksid. Parast inkubeerimist segage rakud ettevaatlikult 10 ml s66tmega,
et neid resuspenseerida, seejarel tsentrifuugige 3 minutit 300xg juures. Visake supernatant &ra, suspenseerige
rakud uuesti varskes keskkonnas ja viige need uutesse kolvidesse, mis sisaldavad juba varsket keskkonda.

Freeze Kriiokonserveerimisso6tmena kasutame 50% pohikeskkonda +40% FBS + 10% DMSO ehk CM-1 (Cytioni

medium katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja metaboolseid stabilisaatoreid, et
parandada taastumist ja vahendada kriioostressi.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkiilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jadga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sailitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sailimine, v3i jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke kdik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake iilejadanud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sootmekeskkond lihte T25 kolbi, et soodustada rakkude tdhusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%C02’ niisutatud atmosfaar.

Flask Coating
Optimaalse kinnitumise ja elujSulisuse tagamiseks parast sulatamist soovitame kasutada kollageeniga kaetud

koldeid voi plaate.

Freezing
Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt

kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvotmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Shipping
Conditions Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe

ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.

Sdilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvoetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
Uleviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pGhiste analiiliside kui ka luminestsentsil péhinevate

mukoplasma tuvastamise meetodite abil.

Bakteriaalse, seene- vOi parmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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