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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Disease

Metastatic site

Applications

Charakteristika

Age

Gender

HROC300 T2 M1 je ludska bunka kolorektalneho karcindmu odvodena z primarneho nadoru odobratého
dospelému pacientovi v ramci modelovej kolekcie HROC (Hansestadt Rostock Colorectal Cancer). Oznacenie
»T2“ znamena, Ze nador bol ziskany pri druhom chirurgickom zakroku, zatial ¢o ,M1“ oznacuje zodpovedajici in
vitro model vytvoreny z tejto vzorky. Platforma HROC integruje komplexné biobankovanie so Standardizovanou
generaciou xenotransplantatov od pacientov (PDX) a trvalych bunkovych linii s nizkym po¢tom pasazi, o
umoziuje molekularne anotované nadorové modely z po sebe nasledujucich pripadov kolorektalneho
karcindmu.

Vytvorenie HROC300 T2 M1 prebiehalo podla standardizovaného protokolu, ktory zahffial mechanicku
disociaciu Cerstvo resekovaného nadorového tkaniva, filtraciu na ziskanie suspenzii jednotlivych buniek a vysev
na kultivacné platne potiahnuté kolagénom v definovanom kultivaénom médiu nadorovych buniek doplnenom
glutaminom, antibiotikami a antimykotikami. V ramci kohorty HROC boli trvalé primarne bunkové linie
vytvorené z priblizne 13 % pokusov o vzorky kolorektalneho karcinému, pricom Gspesné vytvorenie korelovalo v
univariacnej analyze s vy$3im stupfiom nadoru a pokrocilym stavom uzlin. Multivariana analyza identifikovala
postihnutie uzlin ako nezavisly prediktor Uspe$ného vytvorenia in vitro modelu. Tieto zistenia odrazajd
obohatenie biologicky agresivnych fenotypov medzi Uspesne adaptovanymi kultdrami.

V ramci SirSej kolekcie HROC modely zahffiaju vSetky hlavné molekularne podtypy kolorektalneho karcinému,
vratane chromozémovej nestability (CIN), fenotypu metylatora CpG ostrova (CIMP), mikrosatelitovej stability
(MSS) a mikrosatelitovej nestability s vysokou hodnotou (MSI-H), ako aj réznych mutaénych pozadi
ovplyvriujicich gény, ako s KRAS, BRAF, TP53, APC a PIK3CA. HROC300 T2 M1 bol vytvoreny v tomto prisne
anotovanom kontexte, o umoZzniuje integraciu s zodpovedajtcimi klinicko-patologickymi dajmi a, ak st k
dispozicii, s prislusnym PDX materialom. Ako model kolorektalneho karcindmu s nizkym poctom pasazi,
odvodeny od pacienta, je HROC300 T2 M1 vhodny na Stddium biolégie nadorov, asociacii genotypu a fenotypu a
na predklinické terapeutické testovanie v ramci presnej onkoldgie.

Ludské

Kolorektalny

Adenokarcindm, TNM stadium T4aN1bM1R2LOV1, grading G2, Lk(n) + 3, Y Lk(n) 22

Pritomnost vzdialenych metastaz (TNM M1; stadium T4aN1bM1R2)

Vyskum kolorektalneho karcindmu; kolorektalny adenokarciném typu MSS; biobanka HROC Linnebacher;
citlivost na lieCiva; modelovanie kolorektalneho karcinému v pokrocilom $tadiu; bioldgia nadoru

73 rokov

Muzi
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Ethnicity Kaukazsky
Morphology Epitelu podobné
Cell type Epitelové bunky
Growth Adherent
properties

s, &

Regulacné udaje

Citation HROC300 T2 M1 (katalégové &islo Cytion 300866)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_VQ94

GMO Status Bez genetickych modifikacii; bunkova linia CRC divokého typu ziskana od pacienta (biobanka HROC
Linnebacher).

Biomolekularne udaje

MSI-status MSS
Spracovanie
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu sodného,
Medium w: 1,2 g/l NaHCO3 (&islo vyrobku Cytion 820400a)
Supplements Doplrite médium o 10 % FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky

T25 pouZite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minUt, aby sa
oddelili. Po inkubdacii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.
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Fluid renewal Kazdych 3 aZ 5 dni
Freeze Ako kryokonzerva¢né médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie obnovy a
zniZenie stresu sposobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrZala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebnda okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekénU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pricom ju jemne mieSajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. Vsetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g po¢as 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innu interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivaéné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa

zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Flask Coating Ziadne
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Freezing

Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality a molekularna analyza

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizuélne kontrolujd.
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