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Yleisia tietoja

Description

Organism
Tissue

Disease
Metastatic site

Applications

Ominaisuudet
Age

Gender

HROC300 T2 M1 on ihmisen kolorektaalisydpasolulinja, joka on peraisin HROC (Hansestadt Rostock Colorectal
Cancer) -mallikokoelman aikuispotilaalta resektoidusta primaarikasvaimen naytteesta. Merkinta ”T2”
tarkoittaa, etta kasvain on saatu toisella leikkauskerralla, kun taas ”M1” tarkoittaa vastaavaa in vitro -mallia,
joka on perustettu tasta ndytteesta. HROC-alusta yhdistaa kattavan biopankin standardoituun potilaista
perdisin olevien ksenotransplantaattien (PDX) ja pysyvien matalan passageluvun solulinjojen tuottamiseen,
mika mahdollistaa molekyylitasolla merkittyjen kasvainmallien luomisen perakkaisista kolorektaalisista
syopatapauksista.

HROC300 T2 M1:n perustaminen tapahtui standardoidun protokollan mukaisesti, joka sisalsi vastaleikatun
kasvainkudoksen mekaanisen hajottamisen, suodattamisen yksisoluisten suspensioiden saamiseksi ja
siementamisen kollageenipinnoitetuille viljelylevyille maaritellyssa kasvainsoluviljelyalustassa, johon oli lisatty
glutamiinia, antibiootteja ja antimykotiineja. HROC-kohortissa pysyvia primaarisoluja tuotettiin noin 13
prosentista kolorektaalisydvan naytteista, ja onnistunut perustaminen korreloi yksimuuttuja-analyysissa
korkeamman kasvaimen luokituksen ja edistyneen imusolmuketilan kanssa. Monimuuttuja-analyysi tunnisti
imusolmukkeiden osallistumisen itsendisena ennustajana onnistuneelle in vitro -mallin perustamiselle. Nama
havainnot heijastavat biologisesti aggressiivisten fenotyyppien rikastumista onnistuneesti sopeutuneissa
viljelmissa.

Laajemmassa HROC-kokoelmassa mallit kattavat kaikki kolorektaalisyovan tarkeimmat molekyylityypit,
mukaan lukien kromosomien epavakaus (CIN), CpG-saarekkeen metylointifenotyyppi (CIMP),
mikrosatelliittivakaa (MSS) ja mikrosatelliittien epavakaus (MSI-H) -kasvaimet seka erilaiset mutaatiot, jotka
vaikuttavat geeneihin, kuten KRAS, BRAF, TP53, APC ja PIK3CA. HROC300 T2 M1 on luotu tadssa tarkasti
annotoidussa kontekstissa, mikd mahdollistaa integroinnin vastaaviin kliinispatologisiin tietoihin ja, jos
saatavilla, vastaavaan PDX-materiaaliin. HROC300 T2 M1 on potilaista peraisin oleva kolorektaalisyovan malli,
jolla on vahan soluvaiheitta, ja se sopii hyvin tuumoribiologian, genotyypin ja fenotyypin valisten yhteyksien
seka prekliinisten terapeuttisten testien tutkimiseen tdsmaonkologian puitteissa.

Ihminen

Kolorektaali

Adenokarsinooma, TNM-vaihe T4aN1bM1R2LOV1, luokitus G2, Lk(n) + 3, ¥ Lk(n) 22

Etdmetastaaseja havaittu (TNM M1; vaihe T4aN1bM1R2)

paksusuolisyévan tutkimus; MSS-tyyppinen paksusuolen adenokarsinooma; HROC Linnebacher -biopankki;
laakeherkkyys; pitkalle edennytta paksusuolisyopaa koskeva mallinnus; kasvaimen biologia

73 vuotta

Mies
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Ethnicity Kaukasialainen
Morphology Epiteelin kaltainen
Cell type Epiteelisolut
Growth Tarttuva
properties
Saantelytiedot
Citation HROC300 T2 M1 (Cytionin luettelonumero 300866)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_VQ94

GMO Status Ei geneettistd muuntelua; potilaalta perdisin oleva villityyppinen paksusuolisyépasolulinja (HROC
Linnebacherin biopankki).

Biomolekyylitiedot

MSl-status MSS
Kasittely
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L glukoosia, w: 2,5 mM L-glutamiinia, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM
Medium natriumpyruvaattia, w: 1,2 g/L NaHCO3 (Cytionin artikkelinumero 820400a)
Supplements Taydennetdan elatusainetta 10 %:lla FBS:[la
Dissociation Accutase
Reagent
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Subculturing Poista vanha valiaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll3, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta
T25-pulloissa 3-5 ml PBS:4a ja T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan Accutase-valmisteella,
kadyttden 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen inkuboitua huoneenlammdssa 8-10
minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jadlkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n valiaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havitad supernatantti,
suspendoi solut uudelleen tuoreeseen valiaineeseen ja siirrd ne uusiin pulloihin, jotka sisaltavat jo tuoretta

véliaineita.
Fluid renewal 3-5 paivén valein
Freeze Kryosdilytysmediana kdytamme tdydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittdvan
medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:td (Cytionin luettelonumero 800100), joka

sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.

Thawing and

e 1. Varmista, etta injektiopullo pysyy syvajaadytettyna toimitettaessa, silla solut kuljetetaan kuivajaassa,
jotta optimaalinen l[@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaan valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vetta ja mikrobilaadkettd, ja sekoittamalla sitd varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes jaasta on
jaljella pieni jaamohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirrd solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka siséltda 8
ml huoneenlampoista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja havita varovasti
supernatantti, joka sisaltda jdannospakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirra kaikki
valiaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.
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Incubation
o £ . ,

Atmosphere 37°C,5 /Ocoz’ kostutettu ilmakeha.

Flask Coating Ei mitdan

Freezing

Procedure Kryosadilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajddssa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettdva viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Shipping

Conditions Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Storage

Conditions Pitkdaikaissailytystd varten injektiopullot asetetaan hoyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -

196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta ja molekyylianalyysi

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla etta luminesenssiin perustuvilla
mykoplasman osoitusmenetelmilla.
Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmét tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.
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