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Allman information

Description
HROG33 T0 M1 ar en primar human glioblastoma multiforme (GBM)-cellinje som etablerats fran nyligen

resekterad tumdérvavnad fran en vuxen kvinnlig patient med WHO-grad IV glioblastom lokaliserat i vanster
occipitotemporal region. Beteckningen "T0” avser den primdra tumoren vid den initiala diagnosen, och ”M1”
betecknar motsvarande in vitro-modell som harror fran detta prov. Cellinjen genererades som en del av ett
systematiskt arbete for att etablera GBM-kulturer med extremt lag passage fran bade farskt och vitalt
kryokonserverat tumormaterial, med malet att bevara patientspecifika molekyldra och funktionella egenskaper.

HROG33 T0 M1 uppvisar adherent tillvaxt med en fibroblastliknande morfologi som &r typisk for priméra GBM-
kulturer. Cellerna bildar ett monolager och uppvisar en jamn proliferativ kapacitet in vitro. | den jamférande
etableringsstudien visade parade odlingar harrérande fran farskt och kryokonserverat tumérvéavnad inga
signifikanta skillnader i morfologi, tillvaxtkinetik eller lakemedelsrespons. Immunofenotypisk karakterisering av
representativa HROG-cellinjer visade uttryck av markorer associerade med neural linje, inklusive glialfibrillara
sura proteiner (GFAP), nestin och vimentin, vilket dverensstammer med en gliomharledd fenotyp. Molekylara
analyser som utférdes 6ver HROG-serien inkluderade bedémning av MGMT-promotormetylering, EGFR-
amplifiering och mutationsstatus for TP53, IDH1/2, KRAS och BRAF, vilket stodjer bevarandet av tumorspecifika
genomiska egenskaper i etablerade odlingar.

Funktionellt har HROG-harledda cellinjer utvarderats med avseende pa kanslighet for standardbehandling och
provningsldkemedel som anvéands vid GBM-behandling, inklusive temozolomid, BCNU (karmustin), vinkristin
och imatinib. Lakemedelsresponsprofilerna for matchade cellinje-par indikerade stabilt och reproducerbart
farmakologiskt beteende efter vdvnadsfrysning. Som en priméar GBM-modell med extremt lag passage ger
HROG33 T0 M1 ett kliniskt relevant in vitro-system foér att undersoka glioblastombiologi, forutsaga terapeutiskt
svar och patientspecifik tumorheterogenitet, samtidigt som artefakter associerade med langvarig kontinuerlig
cellinjeanpassning minimeras.

Organism Manniskan

Tissue Hjarna

Disease Glioblastom
Egenskaper

Age 46 ar

Gender Kvinna

Ethnicity Kaukasisk

Growth Féljsam
properties
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Lagstadgade uppgifter

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HROG33 T0 M1 (Cytion katalognummer 300878)

9606

CellosaurusAccession CVCL_4U48

Depositor

M. Linnebacher

Biomolekylara data

Hantering

Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L Glukos, w: 2,5 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM Natriumpyruvat, w:

Medium 1,2 g/L NaHCO3 (Cytion artikelnummer 820400a)

Supplements Komplettera mediet med 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Ta bort det gamla mediet fran de adherenta cellerna och tvatta dem med PBS som saknar kalcium och
magnesium. Anvand 3-5 ml PBS for T25-kolvar och 5-10 ml for T75-kolvar. Tack sedan cellerna helt med
Accutase, anvand 1-2 ml for T25-kolvar och 2,5 ml fér T75-kolvar. Lat cellerna inkubera i rumstemperatur i 8-10
minuter sa att de lossnar. Efter inkubationen, blanda cellerna forsiktigt med 10 ml medium for att resuspendera
dem och centrifugera sedan vid 300xg i 3 minuter. Kassera supernatanten, resuspendera cellerna i farskt
medium och 6verfér dem till nya kolvar som redan innehaller farskt medium.

Freeze Som kryokonserveringsmedium anvénder vi 50% basalt medium +40% FBS + 10% DMSO, eller CM-1 (Cytion

medium katalognummer 800100), som innehaller optimerade osmoprotektanter och metaboliska stabilisatorer for att
forbattra aterhamtningen och minska kryoinducerad stress.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Bekrafta att flaskan ar djupfryst vid leverans, eftersom cellerna skickas pa torris for att bibehalla
optimala temperaturer under transporten.

2. Vid mottagandet ska du antingen forvara kryovialen omedelbart vid temperaturer under -150 °C for att
sdkerstalla att cellernas integritet bevaras, eller ga vidare till steg 3 om omedelbar odling krévs.

3. Vid omedelbar odling ska injektionsflaskan snabbt tinas genom att den sénks ned i ett 37 °C vattenbad
med rent vatten och ett antimikrobiellt medel och omrors forsiktigt i 40-60 sekunder tills en liten
isklump aterstar.

4. Utfor alla efterféljande steg under sterila forhallanden i en flédeshuv och desinficera kryovialerna med
70 % etanol innan de 6ppnas.

5. Oppna forsiktigt den desinficerade flaskan och dverfor cellsuspensionen till ett 15 ml centrifugrér som
innehaller 8 ml rumstempererat odlingsmedium och blanda forsiktigt.

6. Centrifugera blandningen vid 300 x g i 3 minuter for att separera cellerna och kassera forsiktigt
supernatanten som innehaller resterande frysmedium.

7. Resuspendera forsiktigt cellpelleten i 10 ml farskt odlingsmedium. Fér adherenta celler, férdela
suspensionen mellan tva T25-kulturkolvar; for suspensionskulturer, 6verfor allt medium till en T25-kolv
for att framja effektiv cellinteraktion och tillvaxt.

8. Folj faststallda subkulturprotokoll for fortsatt tillvéxt och underhall av cellinjen, vilket sékerstaller
tillforlitliga experimentella resultat.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%c0y° befuktad atmosfar.

Flask Coating
For optimal vidhaftning och viabilitet efter upptining rekommenderar vi att kollagenbelagda kolvar eller
plattor anvands.

Freezing

Procedure Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan drojsmal 6verforas till lamplig forvaring.
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Shipping

Conditions Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan dréjsmal dverforas till lamplig forvaring.

Storage

Conditions For langtidsforvaring, placera flaskorna i flytande kvave i dngfas vid ca -150 till -196 °C. Forvaring vid -80 °C &r

acceptabelt endast som ett kort mellanliggande steg innan 6verforing till flytande kvave.

Kvalitetskontroll / Genetisk profil / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminering utesluts med hjalp av bade PCR-baserade analyser och luminiscensbaserade
metoder for mykoplasmadiagnostik.
For att sakerstalla att det inte finns ndgon kontaminering av bakterier, svamp eller jast utsatts cellkulturerna for
dagliga visuella inspektioner.

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Tyskland 4

Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



