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HROC222 T1 M2 ir cilvéka kolorektala adenokarcinoma stinu linija, kas izveidota HROC (Hansestadt Rostock
Colorectal Cancer) modelu kolekcija no primara audzéja, kas izgriezts pieaugusam pacientam. Apziméjums ,, T1”
norada, ka paraugs tika ieglts pirmaja operacijas bridr, bet ,M2” apzimé atbilsto3o in vitro modeli, kas izveidots
no St audzéja. HROC platforma integré visaptverosu biobanku, standartizétu molekularo anotaciju un paralélu
pacientu izcelsmes ksenotransplantatu (PDX) un pastavigu zemu pasazu stnu liniju izveidi, nodrosinot kliniski
anotétus translacionalos pétijumu modelus.

HROC222 T1 M2 izveide notika saskana ar standartizétam procediram, kas ietvéra svaigi izgriezta audzeja audu
mehanisku disociaciju, vienSuinu suspensiju sagatavoSanu un sésanu uz kolagéna parklatam kultiras platém
noteikta audzéja stnu kultdras vidé, kas papildinata ar glutaminu, antibiotikam un antimikotiskam vielam. Visa
HROC kohorta pastavigas primaras kolorektala véza Stnu linijas tika veiksmigi izveidotas no aptuveni 13 %
méginato paraugu. Statistiska analize identificéja augstaku audzéja pakapi ka batiski saistitu ar veiksmigu
primaro Sunu liniju izveidi, savukart progreséjoss limfmezglu stavoklis paradija pozitivu tendenci. Daudzfaktoru
analizé visa kolekcija limfmezglu iesaistiSanas izradijas neatkarigs modelis izveides panakumu prognozétajs.

HROC kolekcija ietver visus galvenos kolorektala karcinoma molekularos apakstipus, tostarp hromosomu
nestabilitati (CIN), CpG salu metilatoru fenotipu (CIMP), mikrosatelitu stabilitati (MSS) un mikrosatelitu
nestabilitati (MSI-H), ka ari dazadus mutaciju fonus, kas ietekmé galvenos virzitajgénus, pieméram, KRAS, BRAF,
TP53, APC un PIK3CA. HROC222 T1 M2 tika izveidots $aja stingri raksturotaja sistéma, kas lauj integréet
detalizétus klinikopatologiskos un molekularos datus un, ja pieejams, atbilstoSo PDX materialu. Ka zema
pasaza, no pacientiem iegts kolorektala karcinoma modelis, HROC222 T1 M2 ir piemérots audzéja biologijas,
genotipa un fenotipa attiecibu izpétei un pirmskliniskai terapeitiskai testésanai precizas onkologijas p&tijumos.

Cilvéks

Skérsvirziena resnas zarnas

Adenokarcinoma

Neattiecas (primars skérsveida resnas zarnas audzéjs; T1 M2 apzimé pirmo kirurgisko posmu, in vitro modelis 2)

CRC pétijumi; kolorektala adenokarcinoma; HROC Linnebacher biobanka; jutiba pret zalém; audzéja biologija;
PDX un in vitro integracija

79 gadi

VirieSi

Kaukazietis
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NCBI_TaxID

Epitélijveidigs

Epitélija Stinas

Adherent

HROC222 T1 M2 (Cytion kataloga numurs 300859)

9606

CellosaurusAccession CVCL_VQ93

GMO Status

Bez genétiskam modifikacijam; no pacienta iegiita savvalas tipa kolorektala véza Stinu linija (HROC
Linnebacher biobanka).

Biomolekularie dati

Darbs ar

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Fluid renewal

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Vacija

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 SGnam 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.

Ik péc 3 lidz 5 dienam
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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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