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Altalanos informaciok

Description
A HROC348 egy human kolorektalis karcindma sejtvonal, amely egy feln6tt férfi betegbdl kivagott primer

tumorbdl szarmazik, akinél szigmabélrakot diagnosztizaltak. A daganatot kozepesen el6rehaladott
adenokarcindmanak (T3, G3, N2) mindsitették, ami jelentds helyi invazidt és nyirokcsomé-érintettséget jelzett,
ami 6sszhangban van a tumor agressziv viselkedésével. A karcindma a szigmabélbdl, a sporadikus vastagbélrak
gyakori anatémiai helyérél szarmazott, és mikroszatellita-stabilitast (MSS) mutatott, ami inkabb a kromoszéma-
instabilitas (CIN) altipusba sorolja, mint a vastagbéldaganatok MSI-magasan hipermutalt osztalyaba.

A HROC348 molekularis profilalkotdsa mind a KRAS, mind a BRAF esetében vad tipusu statuszt mutat, ami arra
utal, hogy ezek a gének nem rendelkeznek k6z6s aktivalé mutaciokkal, amelyek gyakran szerepet jatszanak a
vastagbélrdk progresszidjaban és a terdpias rezisztenciaban. Ez a molekularis hattér teszi a HROC348-at
kilonosen alkalmassa a nem mutalédott RAS/RAF jelatvitelre és annak a tumor névekedésére, a terapias
valaszra és a rezisztencia mechanizmusaira gyakorolt hatasara 6sszpontosité vizsgalatokra. A sejtvonal nem
mutatja a CpG-sziget-metilator fenotipust (CIMP), ami tovabb erdsiti a hagyomanyos (nem hipermutalt)
vastagbélrak alcsoportba valo besorolasat.

Klinikai szempontbdl a tumor pozitiv volt nyirokcsomd-metasztazisra (LN_pos = 2), de tavoli attétet (M) csak
egyszer észleltek, és nem jegyeztek fel jobb oldali vastaghél érintettséget, ami megfelel a bal oldali vastagbélrak
profiljanak. Ezek a jellemz6k az MSS-statussal és a molekularis markerekkel egylitt a HROC348-at reprezentativ
modellként pozicionaljak a bal oldali, KRAS/BRAF vad tipusu, mikroszatellita-stabil kolorektalis
adenokarcinéma tanulmanyozasara. Emellett transzlacios értéket kinal a célzott terapiak és immunmodulalé
szerek preklinikai teszteléséhez az MSS-tumorokban, amelyek jellemzéen kevésbé reagalnak az
immunellenérzési pontblokadra.

Organism Emberi
Tissue Szigmoid vastagbél
Disease Karcinéma

Metastatic site Nem jelentették (elsédleges sigmoidbél-adenokarcindma; a mintavétel idépontjaban nem volt igazolt tavoli
attét)

Applications Vastagbélrak-kutatds; a KRAS/BRAF vad tipusu, MSS vastagbélrak bioldgiaja; a bal oldali vastagbélrak
modellezése; a gyogyszerérzékenység a nem mutalt RAS/RAF daganatokban; a HROC Linnebacher biobank
tanulmanyai; a vastagbélrak immunterapidjanak értékelése; preklinikai onkoldgia

Jellemzok
Age 77 év
Gender Férfi
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 Cytion

Ethnicity Kaukazusi
Morphology Epithelszer(i
Cell type Epithel sejtek
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation HROC348 (Cytion katalégusszam 300719)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession Nincs hozzérendelve

GMO Status Nincs genetikai modositas; a HROC Linnebacher biobankbdl szarmazé, betegtél nyert vad tipust
vastagbélrak-sejtvonal. KRAS vad tipusu, BRAF vad tipusu, MSS, CIMP-negativ.

Biomolekularis adatok

MSI-status MSS
&,
A kezelese
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L gliikdz, w: 2,5 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM natrium-piruvat, w:
Medium 1,2 g/L NaHCO3 (Cytion 820400a cikkszam)
Supplements A téptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel
Dissociation Accutase
Reagent
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Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekr6l, és mossa ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-
6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznalva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan dvatosan keverjlik 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
feltiluszdt, szuszpendalja Gjra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at 6ket 0j lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.

Fluid renewal hetente 2-3 alkalommal
Freeze Krioprezervald taptalajként teljes ndvekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznélunk a
medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely

optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.

Thawing and

e 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids tiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig dvatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fert6tlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolt, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérséklett taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-0s tenyészt6lombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatds és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.
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Incubation

Atmosphere 37°C, 5% Parasitott légkor.

Flask Coating Nincs

Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallit4s soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt ccomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels tarolohelyre.

Storage

Conditions HosszU tavd tartdsitas céljabdl helyezze az livegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, koriilbelil -150 és -196 °C

koz6tti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhatd el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel el6tt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés

Sterility
A mikoplazma-szennyezédést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapi mikoplazma-
kimutatasi mddszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezddés elkerlilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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