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Informacje ogélne

Description
HROGO6 T0O M2 to pierwotna ludzka linia komdrkowa glejaka wielopostaciowego (GBM) utworzona ze Swiezo

wycietej tkanki nowotworowej dorostego pacjenta, u ktérego zdiagnozowano glejaka IV stopnia wedtug
klasyfikacji WHO. Oznaczenie ,, TO” wskazuje, ze probka guza zostata pobrana podczas pierwszej interwencji
chirurgicznej, natomiast ,,M2” odnosi sie do drugiego, niezaleznie wygenerowanego modelu in vitro
pochodzacego z tego samego pierwotnego guza. Linia komérkowa zostata opracowana w ramach platformy
HROG (Hansestadt Rostock Glioma), ktéra koncentruje sie na tworzeniu kultur glejakow o bardzo niskiej liczbie
pasazéw, zachowujacych biologiczne i molekularne cechy charakterystyczne dla pierwotnego guza pacjenta.

HROGO06 TO M2 ro$nie przylegajaco w standardowych warunkach hodowli i wykazuje morfologie wrzecionowata,
podobna do fibroblastéw, typowa dla pierwotnych kultur GBM. Analizy immunofenotypowe w serii HROG
wykazuja ekspresje markerdw linii nerwowe;j i glejowej, takich jak kwasne biatko wtdkniste gleju (GFAP), nestina
i wimentyna, co potwierdza astrocytowe pochodzenie guza. Charakterystyka molekularna w ramach platformy
HROG obejmuje ocene klinicznie istotnych biomarkerdw, takich jak status metylacji promotora MGMT,
amplifikacja EGFR oraz profilowanie mutacji genéw, w tym TP53, IDH1/2, KRAS i BRAF, potwierdzajac
zachowanie zmian genomowych zwigzanych z nowotworem w kulturach wczesnego pasazowania.

HROGO06 T0O M2 zostat wykorzystany do oceny in vitro odpowiedzi terapeutycznej na standardowe leczenie
glejaka wielopostaciowego, w tym alkilujace srodki chemioterapeutyczne, a takze ukierunkowane inhibitory.
Analizy poréwnawcze w ramach kolekcji HROG wskazuja na stabilng morfologie, powtarzalng kinetyke wzrostu i
spdjne profile wrazliwos$ci na leki we wczesnych pasazach, co potwierdza jej przydatnosé jako modelu badan
translacyjnych. Jako pochodzaca od pacjenta linia komdrkowa GBM o niskiej liczbie pasazéw, HROG06 T0O M2
stanowi platforme o znaczeniu klinicznym do badania biologii glejaka wielopostaciowego, heterogennosci
nowotworu i mechanizméw opornosci na leczenie.

Organism Cztowiek
Tissue Mézg
Disease Glejak wielopostaciowy

Charakterystyka

Ethnicity Kaukaski

Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne

Citation HROGO06 TO M2 (numer katalogowy Cytion 300883)
Biosafety level 1
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NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_BTFP

Depositor

M. Linnebacher

Dane biomolekularne

Obstuga

Culture
Medium

Supplements

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukozy, w: 2,5 mM L-glutaminy, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pirogronianu
sodu, w: 1,2 g/l NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820400a)

Uzupetnié podtoze 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Usun starg pozywke z przylegajacych komdrek i przemyj je PBS, ktdry nie zawiera wapnia i magnezu. W
przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komérki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél komérkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesié, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komorki w $wiezej pozywce i przeniesc je do nowych kolb zawierajacych juz $wieza pozywke.

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy 50% pozywki podstawowej + 40% FBS + 10% DMSO lub CM-1 (numer

medium katalogowy Cytion 800100), ktéra zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w
celu zwiekszenia regeneracji i zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa
wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenies¢ zawiesine komadrek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscig 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucié supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakgcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

e =0 -
37°C, 5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub
ptytek pokrytych kolagenem.

Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pd':;lt?ogns Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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