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Informatii generale

Description
HROC300 T2 M1 este o linie celulara de carcinom colorectal uman derivata dintr-o proba de tumora primara

rezecatad de la un pacient adult din colectia de modele HROC (Hansestadt Rostock Colorectal Cancer).
Denumirea ,,T2” indica faptul ca tumora a fost obtinuta la un al doilea moment chirurgical, in timp ce ,M1”
denota modelul in vitro corespunzator stabilit din aceasta proba. Platforma HROC integreaza biobancarea
cuprinzatoare cu generarea standardizata de xenotransplanturi derivate de la pacienti (PDX) si linii celulare
permanente cu pasaj redus, permitdnd modele tumorale anotate molecular din cazuri consecutive de cancer
colorectal.

Stabilirea HROC300 T2 M1 a urmat un protocol standardizat care a implicat disocierea mecanica a tesutului
tumoral proaspat rezecat, filtrarea pentru a obtine suspensii de celule unice siinsamantarea pe placi de cultura
acoperite cu colagen Tn mediu de cultura celulara tumorala definit, suplimentat cu glutamina, antibiotice si
antimicotice. In cadrul cohortei HROC, linii celulare primare permanente au fost generate din aproximativ 13%
din probele de carcinom colorectal incercate, stabilirea cu succes corelandu-se in analiza univariata cu un grad
tumoral mai ridicat si un stadiu nodal avansat. Analiza multivariata a identificat implicarea nodala ca un
predictor independent al stabilirii cu succes a modelului in vitro. Aceste constatari reflecta imbogatirea
fenotipurilor biologic agresive in randul culturilor adaptate cu succes.

Tn cadrul colectiei HROC mai largi, modelele cuprind toate subtipurile moleculare majore ale carcinomului
colorectal, inclusiv instabilitatea cromozomiala (CIN), fenotipul metilator al insulei CpG (CIMP), tumorile stabile
microsatelit (MSS) si instabile microsatelit (MSI-H), precum si diverse contexte mutationale care afecteaza gene
precum KRAS, BRAF, TP53, APC si PIK3CA. HROC300 T2 M1 a fost generat Tn acest context riguros adnotat,
permitand integrarea cu date clinico-patologice corespunzatoare si, acolo unde este disponibil, cu material PDX
corespunzator. Fiind un model de carcinom colorectal cu pasaje reduse, derivat de la pacienti, HROC300 T2 M1
este potrivit pentru studii de biologie tumorala, asocieri genotip-fenotip si testare terapeutica preclinica intr-un
cadru de oncologie de precizie.

Organism Om

Tissue Colorectal

Disease Adenocarcinom, stadiul TNM T4aN1bM1R2L0V1, grading G2, Lk(n) + 3, ¥ Lk(n) 22
Metastatic site Prezenta metastazelor la distantd (TNM M1; stadiul T4aN1bM1R2)

Applications Cercetarea in domeniul cancerului colorectal; adenocarcinomul colorectal MSS; banca de probe biologice HROC
Linnebacher; sensibilitatea la medicamente; modelarea cancerului colorectal in stadii avansate; biologia tumorii

Caracteristici
Age 73 de ani
Gender Masculin
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Ethnicity Caucazian
Morphology De tip epitelial
Cell type Celule epiteliale
Growth Aderent
properties

Date de reglementare

Citation HROC300 T2 M1 (numér de catalog Cytion 300866)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_VQ94

GMO Status Fara modificari genetice; linie celulara de cancer colorectal (CRC) de tip salbatic, derivata de la un
pacient (banca de probe HROC Linnebacher).

Date biomoleculare

MSl-status MSS
Manipulare
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L Glucozd, w: 2,5 mM L-Glutamind, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM Piruvat de sodiu,
Medium w: 1,2 g/L NaHCO3 (numar articol Cytion 820400a)
Supplements Suplimentati mediul cu 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Indepértati mediul vechi de pe celulele aderente si spilati-le cu PBS care nu contine calciu si magneziu. Pentru

flacoanele T25, se utilizeaza 3-5 ml de PBS, iar pentru flacoanele T75, 5-10 ml. Apoi, se acopera celulele complet
cu Accutase, folosind 1-2 ml pentru flacoanele T25 si 2,5 ml pentru flacoanele T75. Lasati celulele la incubare la
temperatura camerei timp de 8-10 minute pentru a le detasa. Dupad incubare, amestecati usor celulele cu 10 ml
de mediu pentru a le resuspenda, apoi centrifugati la 300xg timp de 3 minute. Aruncati supernatantul,
resuspendati celulele Tn mediu proaspat si transferati-le in flacoane noi care contin deja mediu proaspat.
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Fluid renewal La fiecare 3 pana la 5 zile
Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
medium adecvata dupa dezghetare sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati

si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de criogenie.

Thawing and

R 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata

carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediatd, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curata si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand rdmane
0 micd aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% fnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspenda usor peletul celular in 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% s atmosferd umidificata.

Flask Coating Niciuna

Freezing
Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient

agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.
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Shipping

Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toata durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.

Storage

Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsd ntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

Controlul calitatii si analiza moleculara

Sterility
Contaminarea cu micoplasmd este exclusa utilizand atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.
Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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