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Altalanos informaciok

Description
A HROC222 T1 M2 egy human kolorektalis adenokarcinoma sejtvonal, amelyet a HROC (Hansestadt Rostock

Colorectal Cancer) modellgytjteményben hoztak létre egy felnGtt betegtdl eltavolitott primer tumorbdl. A, T1”
jelolés azt jelzi, hogy a mintat az els6 miitéti id6pontban vették, mig az ,M2” jel6lés a tumorbdl létrehozott
megfeleld in vitro modellt jeldli. A HROC platform integralja a atfogd biobankot, a szabvanyositott molekularis
annotaciot, valamint a betegekt6l szarmazd xenotranszplantatumok (PDX) és allandd, alacsony passzalasu
sejtvonalak parhuzamos létrehozasat, lehet6vé téve a klinikailag annotalt transzlacids kutatasi modelleket.

A HROC222 T1 M2 létrehozasa szabvanyositott eljarasok szerint tortént, amelyek magukban foglaltak a frissen
eltavolitott tumor szévet mechanikus disszociacidjat, egysejtii szuszpenzidk el6készitését és kollagénnel bevont
tenyésztélapokra valo killltetését glutaminnal, antibiotikumokkal és antimikotikumokkal kiegészitett,
meghatarozott tumorsejt-tenyészté tapkozegben. A HROC kohortban az allandé elsédleges kolorektalis rakos
sejtvonalakat a megkisérelt mintak koriilbeliil 13%-abdl sikeriilt [étrehozni. A statisztikai elemzés kimutatta,
hogy a magasabb tumorosztalyozas szignifikansan 6sszefligg a sikeres els6dleges sejtvonal létrehozasaval, mig
a fejlett nyirokcsomé-allapot pozitiv tendenciat mutatott. A gylijtemény egészére kiterjedd tobbvaltozds
elemzésben a nyirokcsomé-bevonddas a modell létrehozasanak sikerét elérejelzd fliggetlen tényez6ként jelent
meg.

A HROC gy(ijtemény a kolorektalis karcinéma 6sszes f6 molekularis altipusat magaban foglalja, beleértve a
kromoszomalis instabilitast (CIN), a CpG-sziget metilalé fenotipust (CIMP), a mikroszatellit stabil (MSS) és a
mikroszatellit instabilitast (MSI-H) tumorokat, valamint a kulcsfontossagi génjeit, példaul a KRAS, BRAF, TP53,
APC és PIK3CA. AHROC222 T1 M2-t ebben a szigortan jellemzett keretrendszerben hoztak létre, lehet6vé téve a
részletes klinikai-patologiai és molekularis adatokkal, valamint - amennyiben rendelkezésre all - a megfeleld
PDX anyaggal valé integraciot. Alacsony passzalasu, paciensb6l szarmazé kolorektalis karcindma modellként a
HROC222 T1 M2 alkalmas a tumorbioldgia, a genotipus-fenotipus kapcsolatok és a preklinikai terapias
vizsgalatok kutatasara a precizids onkoldgiai kutatasok keretében.

Organism Emberi
Tissue Keresztirany( vastagbél
Disease Adenokarcinéma

Metastatic site Nem alkalmazhat6 (primer transzverzalis vastagbél-daganat; a T1 M2 az els6 muitéti id6pontot jeldli, 2. in vitro
modell)

Applications CRC-kutatas; kolorektalis adenokarcindma; HROC Linnebacher biobank; gydgyszerérzékenység; tumorbioldgia;
PDX-in vitro integraciod

Jellemzok
Age 79 év
Gender Férfi
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Ethnicity Kaukazusi
Morphology Epithelszer(i
Cell type Epithel sejtek
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation HROC222 T1 M2 (Cytion katalégusszam: 300859)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_VQ93

GMO Status Nincs genetikai modositas; vad tipusu, betegtdl szarmazé vastagbélrakos sejtvonal (HROC Linnebacher
biobank).

Biomolekularis adatok

¢,
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 cikkszdm)

Supplements A téptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrél, és mossa 6ket 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 6vatosan keverjiik ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk éket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
feluliszét, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at ket Gj lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.
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Fluid renewal 3-5naponta
Freeze Krioprezervald taptalajként teljes novekedési 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

R 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 Uiveget 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 Osszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertStlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletti taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugaljuk 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
szuszpenzidt két T25-6s tenyésztblombik kdzott; szuszpenzids kultirdk esetében az dsszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkolcsonhatds és novekedés elésegitése
érdekében.

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

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%(;02’ parasitott légkor.

Flask Coating Nincs
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Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt ccomagolasban szallitjak, elegend6 hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldéedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld tarolhelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels taroldhelyre.

Storage

Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazisa folyékony nitrogénbe, koriilbelul -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on t6rténd tarolds csak rovid atmeneti [épésként fogadhatd el a folyékony
nitrogénbe val¢ atvitel elétt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés

Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellenérzésnek vetik ala.
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