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Informacje ogélne

Description
HROC300 T2 M1 to ludzka linia komdrkowa raka jelita grubego pochodzaca z pierwotnej probki guza pobranej

od dorostego pacjenta w ramach kolekcji modeli HROC (Hansestadt Rostock Colorectal Cancer). Oznaczenie
»12” wskazuje, ze guz zostat pobrany podczas drugiej operacji, natomiast ,,M1” oznacza odpowiedni model in
vitro utworzony na podstawie tej probki. Platforma HROC taczy kompleksowe biobankowanie ze standardowym
wytwarzaniem przeszczepow heterogenicznych pochodzacych od pacjentéw (PDX) i statych linii komérkowych o
niskiej liczbie pasazéw, umozliwiajac tworzenie modeli nowotwordw z adnotacjami molekularnymi na
podstawie kolejnych przypadkéw raka jelita grubego.

Utworzenie HROC300 T2 M1 nastapito zgodnie ze standardowa procedurg obejmujaca mechaniczne rozdzielenie
Swiezo wycietej tkanki nowotworowej, filtracje w celu uzyskania zawiesiny pojedynczych komérek oraz wysiew
na pokryte kolagenem ptytki hodowlane w okreslonym podtozu hodowlanym komérek nowotworowych
uzupetnionym glutaming, antybiotykami i lekami przeciwgrzybiczymi. W catej kohorcie HROC state pierwotne
linie komérkowe wygenerowano z okoto 13% probek raka jelita grubego, przy czym pomyslne ustanowienie
korelowato w analizie jednoczynnikowej z wyzszym stopniem ztosliwosci guza i zaawansowanym stanem
weztow chtonnych. Analiza wieloczynnikowa wykazata, ze zajecie weztéw chtonnych jest niezaleznym
czynnikiem prognostycznym pomyslnego ustanowienia modelu in vitro. Wyniki te odzwierciedlaja wzbogacenie
biologicznie agresywnych fenotypow wsréd pomyslnie przystosowanych kultur.

W ramach szerszej kolekcji HROC modele obejmuja wszystkie gtowne podtypy molekularne raka jelita grubego,
w tym nowotwory z niestabilnosciag chromosomowa (CIN), fenotyp metylacji wysp CpG (CIMP), stabilne
mikrosatelitarne (MSS) i wysokie niestabilnosci mikrosatelitarne (MSI-H), a takze réznorodne tto mutacyjne
wptywajace na geny, takie jak KRAS, BRAF, TP53, APC i PIK3CA. HROC300 T2 M1 zostat wygenerowany w tym
rygorystycznie opisanym kontekscie, co pozwala na integracje z dopasowanymi danymi kliniczno-
patologicznymi i, w miare dostepnosci, odpowiednim materiatem PDX. Jako model raka jelita grubego
pochodzacy od pacjenta o niskiej liczbie pasazéw, HROC300 T2 M1 nadaje sie do badan nad biologia
nowotwordw, powigzaniami genotyp-fenotyp oraz przedklinicznymi testami terapeutycznymi w ramach
precyzyjnej onkologii.

Organism Cztowiek
Tissue Jelito grube
Disease Gruczolakorak, stopief zaawansowania TNM T4aN1bM1R2L0V1, stopien G2, Lk(n) + 3, ¥ Lk(n) 22

Charakterystyka

Age 73 lata
Gender Mezczyzna

Ethnicity Kaukaski
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Growth
properties

Adherent

Dane regulacyjne

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HROC300 T2 M1 (numer katalogowy Cytion 300866)

9606

CellosaurusAccession CVCL_VQ94

Depositor

M. Linnebacher

Dane biomolekularne

MSl-status
Obstuga

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Fluid renewal

MSS

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

Accutase

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. Pozwdl 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.

Co3do5dni

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer 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 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 otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

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

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek 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
interakcji i wzrostu komorek.

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

Incubation

or 0 s
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating
W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub

ptytek pokrytych kolagenem.

Freezing
Procedure 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 przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pdpi::?fns Linie komodrkowe 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.

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.

Profil STR CSF1PO: 10,12
D13$317:8,10
D16S539: 12
D55818:13.1
D75820: 10,11
THO01:8,9.3
TPOX: 8,8.3
VWA: 17.1
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