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Vispariga informacija

Description
HROC348 ir cilveka kolorektalas karcinomas stinu linija, kas ieglita no primara audzéja, kas izgriezts pieaugusam

virietim, kuram diagnosticéts sigmoidalas resnas zarnas vézis. Audzéjs tika klasificéts ka vidéji progreséjusi
adenokarcinoma (T3, G3, N2), noradot uz ievérojamu lokalu invaziju un limfmezglu iesaisti, kas atbilst agresivai
audzeéja uzvedibai. Karcinomas izcelsme bija sigmoidalaja resnaja zarna, kas ir izplatita sporadiska kolorektala
véZa anatomiska vieta, un tai bija raksturiga mikrosatelitu stabilitate (MSS), kas to pieskaita hromosomalas
nestabilitates (CIN) apakstipam, nevis MSI augstas hipermutacijas klases kolorektalajiem audzé&jiem.

HROC348 molekulara profileésana liecina par KRAS un BRAF savvalas tipa statusu, kas liecina, ka Sajos génos nav
kopigu aktivizéjoSu mutaciju, kuras bieZi vien ir saistitas ar kolorektala véZa progresésanu un rezistenci pret
terapiju. Sis molekularais fons padara HROC348 ipasi piemérotu pétijumiem, kas vérsti uz nemutétu RAS/RAF
signalizaciju un tas ietekmi uz audzéja aug8anu, terapeitisko reakciju un rezistences mehanismiem. Sai $iinu
[inijai nepiemtt CpG salu metilatora fenotips (CIMP), kas vél vairak apstiprina tas klasifikaciju parasta
(nehipermutéta) kolorektala véza apaksgrupa.

Kliniski audzéjam bija pozitivas limfmezglu metastazes (LN_pos = 2), bet attalinatas metastazes (M) tika
konstatétas tikai vienu reizi, un netika registréta labas puses resnas zarnas aizskarsana, kas atbilst kreisas puses
kolorektala véZa profilam. Sis pazimes kopa ar MSS statusu un molekularajiem markieriem pozicioné HROC348
ka reprezentativu modeli kreisas puses, KRAS/BRAF savvalas tipa, mikrosatelitu stabilas kolorektalas
adenokarcinomas izpétei. Tas piedava ari pirmsklinisko vértibu mérkterapiju un iminmoduléjoso lidzeklu
pirmskliniskai testéSanai MSS audzéjiem, kas parasti ir mazak atsaucigi uzimunas kontrolpunktu blokadi.

Organism Cilvéks
Tissue Sigmoidala resnas zarnas
Disease Karcinoma

Metastatic site Nav zinots (primara sigmoidala kolona adenokarcinoma; parauga nemsanas bridi nebija apstiprinatu attalo
metastazu)

Applications Kolorektala véza pétijumi; KRAS/BRAF savvalas tipa MSS kolorektala véza biologija; kreisas puses kolorektala
véza modelésana; zalu jutiba nemutétajos RAS/RAF audzéjos; HROC Linnebacher biobankas pétijumi;
kolorektala véZa imlinterapijas novértésana; pirmskliniska onkologija

Raksturojums
Age 77 gadi
Gender Viriesi

Ethnicity Kaukazietis
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Morphology

Cell type

Growth
properties

Normativie dati

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

Epitélijveidigs

Epitélija Stinas

Adherent

HROC348 (Cytion kataloga numurs 300719)

9606

CellosaurusAccession  Nav pieskirts

GMO Status

Bez genétiskam modifikacijam; no pacienta iegiita savvalas tipa kolorektala véza stinu linija no HROC
Linnebacher biobankas. KRAS savvalas tips, BRAF savvalas tips, MSS, CIMP-negativa.

Biomolekularie dati

MSI-status

Darbs ar

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Fluid renewal
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MSS

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glikozes, w: 2,5 mM L-glutamina, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM natrija piruvata,
w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820400a)

Papildinat barotni ar 10% FBS

Accutase

Nonemt veco barotni no pielipusajam Sinam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam
izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75 kolbam - 5-10 ml. P&c tam pilniba parklajiet Stinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml
T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatiira 8-10 mindtes, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifuggjiet
3 mindtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

2 lidz 3 reizes nedéla
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Freeze Ka kriokonservéSanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveselo$anos un samazinatu
krioinduceto stresu.

Thawing and

R 1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sttitas uz sausa ledus, lai

parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemSanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Stinu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultivésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Siinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
ml istabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 minates, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stnu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stiinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodroSinatu nepartrauktu Stinu linijas augsanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

Incubation
or £ o .
Atmosphere 37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating Neviens

Freezing
Procedure Kriokonservétas Stinu linijas tiek satitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu

dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pdpi::?fns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatlra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole un molekulara analize

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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