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Genel bilgi

Description
HROC300 T2 M1, HROC (Hansestadt Rostock Kolorektal Kanser) model koleksiyonunda yer alan yetiskin bir

hastadan rezeke edilen primer timor 6rneginden elde edilen bir insan kolorektal karsinom hiicre hattidir. "T2"
tanimi, timoriin ikinci bir cerrahi asamada alindigini gosterirken, "M1" bu 6rnekten olusturulan karsilik gelen in
vitro modeli belirtir. HROC platformu, kapsamli biyobankacilik ile standartlastirilmis hasta kaynakli
ksenograftlar (PDX) ve kalici diisuik gegisli hlicre hatlarinin olusturulmasini entegre ederek, ardisik kolorektal
kanser vakalarindan molekiiler olarak anotlanmis tiimor modellerinin olusturulmasini saglar.

HROC300 T2 M1'in olusturulmasi, taze rezeke edilmis timor dokusunun mekanik olarak ayristirilmasi, tek
hiicreli stispansiyonlar elde etmek icin filtrasyon ve glutamin, antibiyotikler ve antimikotikler ile takviye edilmis
tanimlanmis timor hiicresi kiiltiir ortaminda kolajen kapli kiiltiir plakalarina ekme islemlerini iceren standart bir
protokol izlenerek gerceklestirilmistir. HROC kohortunda, denenen kolorektal karsinom drneklerinin yaklasik
%13'linden kalici birincil hiicre hatlari olusturuldu ve basarili kurulum, tek degiskenli analizde daha yiiksek
tlimor derecelendirmesi ve ileri nodal durum ile korelasyon gosterdi. Cok degiskenli analiz, nodal tutulumun
basarili in vitro model kurulumunun bagimsiz bir dngoériiciisii oldugunu belirledi. Bu bulgular, basarili bir sekilde
adapte edilmis kltiirler arasinda biyolojik olarak agresif fenotiplerin zenginlesmesini yansitmaktadir.

Daha genis HROC koleksiyonu icinde, modeller kromozomal instabilite (CIN), CpG ada metilator fenotipi (CIMP),
mikrosatellit stabil (MSS) ve mikrosatellit instabilitesi yiiksek (MSI-H) tiimdrler dahil olmak tizere kolorektal
karsinomun tiim ana molekiiler alt tiplerini ve KRAS, BRAF, TP53, APC ve PIK3CA gibi genleri etkileyen ¢esitli
mutasyonel arka planlari da icermektedir. HROC300 T2 M1, bu titizlikle agiklanmis baglamda olusturulmus olup,
eslesen klinikopatolojik verilerle ve mevcut oldugu durumlarda karsilik gelen PDX materyaliyle entegrasyona
olanak saglamaktadir. Duisiik pasajli, hastadan elde edilen kolorektal karsinom modeli olan HROC300 T2 M1,
hassas onkoloji cercevesi icinde tiimor biyolojisi, genotip-fenotip iliskileri ve preklinik terapotik testler icin
uygundur.

Organism insan

Tissue Kolorektal

Disease Adenokarsinom, TNM evresi T4aN1bM1R2L0OV1, derecelendirme G2, Lk(n) + 3, ¥ Lk(n) 22
Ozellikler

Age 73 yil

Gender Erkek

Ethnicity Kafkas

Growth Yapisik
properties
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Diizenleyici Veriler

Citation HROC300 T2 M1 (Cytion katalog numarasi 300866)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_VQ94

Biyomolekiiler Veriler

MSI-status MSS
Ellecleme
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3.1 g/L Glukoz, w: 2.5 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 0.5 mM Sodyum piruvat, w:
Medium 1.2 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820400a)
Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Yapisik hiicrelerden eski ortami ¢ikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri igin 3-

5 ml PBS ve T75 siseleri icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar igin 1-2 ml ve T75 flasklar i¢in 2,5 ml
kullanarak hiicreleri Accutase ile tamamen kaplayin. Hiicreleri ayirmak icin oda sicakliginda 8-10 dakika
inkiibasyona birakin. inkiibasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek icin 10 ml besiyeriyle hafifce
karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santrifiijleyin. Stipernatanti atin, hiicreleri taze besiyerinde yeniden
suispanse edin ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

Fluid renewal Her 3 ila 5 giinde bir
Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiyiime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-induklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve

metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak igin kuru buz lizerinde gonderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hucreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
suipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kultur ortaminda yavasca yeniden stispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiylimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin stirekli bilylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Cozildiikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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