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Vseobecné informacie

Description
HROG17 T1 M1 je primarna ludska bunkova linia glioblastoma multiforme (GBM) vytvorena z nadorovej vzorky
odobratej dospelému pacientovi s diagnézou glioblastomu stupna IV podla WHO. Oznacenie , T1“ znamena, Ze
vzorka bola odobrata pri prvom chirurgickom zékroku, zatial ¢o ,M1 oznacuje zodpovedajlci in vitro model
odvodeny z tohto nadoru. Bunka bola vytvorena v ramci platformy HROG (Hansestadt Rostock Glioma), ktora sa

zameriava na vytvorenie kultdr gliomov s ultra nizkym poctom pasazi, ktoré zachovavaji molekularne a
fenotypové charakteristiky Specifické pre daného pacienta.

HROG17 T1 M1 rastie adhezivne za Standardnych kultivacnych podmienok a vykazuje morfolégiu podobni
fibroblastom, typickd pre primarne kultdry GBM. Imunofenotypova charakteristika linii odvodenych od HROG
preukazuje expresiu markerov spojenych s glidlnou a neurénovou liniou, ako je glialny fibrilarny kysely protein
(GFAP), nestin a vimentin, ¢o je v stlade s pévodom astrocytového nadoru vysokého stupria. Molekularne
profilovanie v ramci kolekcie HROG zahftia hodnotenie klinicky relevantnych parametrov, ako je metylacia
promotora MGMT, stav amplifikdcie EGFR a mutacna analyza klicovych génov, vratane TP53, IDH1/2, KRAS a
BRAF, ¢o podporuje zachovanie nadorovo Specifickych genomickych zmien v kultdre.

HROG17 T1 M1 sa pouziva na hodnotenie citlivosti na Standardné lieciva pre glioblastom, vratane alkylujicich
chemoterapeutik a dalsich cielenych zlG¢enin. Porovnavacie analyzy medzi modelmi HROG naznacuju, Ze
kultdry s nizkym po¢tom pasazi si zachovavaju stabilnd morfoldgiu, kinetiku rastu a profily reakcie na lieky v
porovnani s ranymi pasazami. Ako model glioblastému s nizkym poc¢tom pasazi odvodeny od pacienta
poskytuje HROG17 T1 M1 klinicky relevantnd in vitro platformu na Studium bioldgie nadoru, terapeutickej
reakcie a intertumoralnej heterogenity pri vysokostupriovych glimoch.

Organism Ludské
Tissue Mozog

Disease Glioblastém
Charakteristika

Age 70 rokov
Gender MuZi
Ethnicity Kaukazsky

Growth Adherent
properties
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Regulacné udaje
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HROG17 T1 M1 (kataloégové Cislo Cytion 300875)

9606

CellosaurusAccession CVCL_BT7FQ

Biomolekularne udaje

Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

Dissociation

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,
w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)

Doplrite médium o 10 % FBS

TrypLE Express, 37 °C, 10 min,

Reagent

Subculturing Odstrarite 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
1-2 mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
min0ty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju erstvé médium.

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame 50 % bazalne médium + 40 % FBS + 10 % DMSO alebo CM-1

medium (kataldégové Cislo Cytion 800100), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory
na zlepSenie regeneracie a zniZenie stresu sposobeného kryo.
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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 zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

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

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

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd 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.
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z::‘pd':;lt?ogns 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.

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 / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem

zalozenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.

Alely HLA A*:'11:01:01, '66:01:01
B*:'14:02:01, '40:02:01
C*:'01:02:01, '08:02:01
DRB1*:'01:02:01, '12:01:01
DQA1*:'01:01:02, '05:05:01
DQB1*:'03:01:01, '05:01:01
DPA1*: 0,04375, 0,084027778
DPB1*:'04:01:01, '11:01:01
E:'01:01,'01:03
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