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Biosafety level

HROGO06 TO M2 ir primara cilvéka glioblastoma multiforme (GBM) Siinu linija, kas izveidota no svaigi izgriezta
audzéja audiem pieaugusam pacientam, kuram diagnosticéta IV pakapes glioblastoma saskana ar PVO
klasifikaciju. Apzimé&jums , T0” norada, ka audzéja paraugs tika iegiits sakotnéja kirurgiska iejauksanas laika,
savukart ,M2” attiecas uz otro neatkarigi izveidoto in vitro modeli, kas iegiits no ta pasa primara audzéja. Siinu
[inija tika izstradata HROG (Hansestadt Rostock Glioma) platforma, kas koncentréjas uz ultra-zemas pasazas
gliomas kultdiru izveidi, kas saglaba sakotnéja pacienta audzéja biologiskas un molekularas Tpasibas.

HROGO06 TO M2 aug pieklavigi standartizetos kultivéSanas apstaklos un uzrada varpstas formas fibroblastveida
morfologiju, kas ir tipiska primarajam GBM kultdram. Imunofenotipiskas analizes visa HROG sérija parada
neironu un glijas cilts markieru, pieméram, glijas fibrilara skaba proteina (GFAP), nestina un vimentina,
ekspresiju, kas apstiprina astrocitu audzéja izcelsmi. Molekulara raksturoSana HROG platforma ietver kliniski
nozimigu biomarkieru novértésanu, pieméram, MGMT promotora metilacijas statusu, EGFR amplifikaciju un
génu mutaciju profilésanu, tostarp TP53, IDH1/2, KRAS un BRAF, apstiprinot audz&jiem saistitu genomisko
izmainu saglabasanu agrinas pasazas kulttras.

HROGO06 TO M2 ir izmantots in vitro novértéjumam par terapeitisko reakciju uz standarta glioblastomas
arstésanu, tostarp alkilgjosiem kimijterapijas lidzekliem, ka ari mérktiecigiem inhibitoriem. Salidzinosas
analizes HROG kolekcija liecina par stabilu morfologiju, reproducéjamu augsanas kinétiku un konsekventiem
zalu jutibas profiliem agrinas pasazas, kas apstiprina tas piemérotibu ka translacionala pétijumu modela. Ka no
pacientiem iegita, zemas pasazas GBM stinu linija, HROG06 TO M2 nodrosina kliniski nozimigu platformu
glioblastomas biologijas, audzéja heterogenitates un arstésanas rezistences mehanismu pétisanai.
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HROGO06 TO M2 (Cytion kataloga numurs 300883)
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NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_BTFP

Biomolekularie dati

Darbs ar

Culture 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,

Medium w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820400a)

Supplements Papildinat barotni ar 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Nonemt veco barotni no pielipuSajam $inam 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 mindites, 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 suspendgjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Freeze Ka kriokonservéSanas barotni més izmantojam 50 % bazes barotni + 40 % FBS + 10 % DMSO vai CM-1 (Cytion

medium kataloga numurs 800100), kas ietver optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu
regeneraciju un samazinatu krioinducéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek satitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

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

3. Talitejas kultiveésanas 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 nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

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

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

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

8. levérojiet noteiktos subkultiiru protokolus, lai nodrosinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

P o _
37°C, 5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas
vai plates.

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
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.
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z::‘pd':;lt?ogns 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 temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

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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