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Altalanos informaciok

Description
A HROGO06 TO M2 egy elsédleges human glioblastoma multiforme (GBM) sejtvonal, amelyet egy WHO IV. fokozatu

glioblastomaval diagnosztizalt felnétt beteg frissen eltavolitott tumoros szévetébdl hoztak létre. A ,TO” jelolés
azt jelzi, hogy a tumor mintat az els6 mitéti beavatkozas soran vették, mig az ,M2” jeldlés ugyanazon elsédleges
tumorbdl szarmazo, fliggetleniil létrehozott masodik in vitro modellre utal. A sejtvonalat a HROG (Hansestadt
Rostock Glioma) platformon beliil fejlesztették ki, amelynek célja olyan, rendkiviil alacsony passzalasi szamu
glidoma kultdrak létrehozasa, amelyek meg6rzik az eredeti beteg tumoranak bioldgiai és molekularis jellemzdit.

A HROGO6 TO M2 standardizalt tenyésztési koriilmények k6zott adheziv médon névekszik, és az elsédleges GBM-
tenyészetekre jellemzé orsé alaku, fibroblaszt-szerli morfoldgiat mutat. A HROG-sorozat immunfenotipus-
elemzései olyan neurdlis és glia-vonalbeli markerek expresszidjat mutatjak, mint a glia fibrillaris savas fehérje
(GFAP), a nestin és a vimentin, ami alatdmasztja az asztrocitas tumor eredetét. A HROG platformon belili
molekularis jellemzés magaban foglalja a klinikailag relevans biomarkerek, példaul az MGMT promoter
metilacios statusza, az EGFR amplifikacidja és a TP53, IDH1/2, KRAS és BRAF gének mutacios profiljanak
értékelését, megerdsitve a tumorral kapcsolatos genomikus valtozasok megérzédését a korai passzazsu
tenyészetekben.

A HROGO06 TO M2-t a standard glioblastoma-kezelésekre adott terapids valaszok in vitro értékelésére hasznaltak,
beleértve az alkilezé kemoterapids szereket és a célzott inhibitorokat. A HROG gytjteményen beliili
osszehasonlitd elemzések stabil morfoldgiat, reprodukalhatéd novekedési kinetikat és konzisztens
gyogyszerérzékenységi profilokat mutatnak a korai passzazsokban, alatamasztva alkalmassagat transzlacios
kutatasi modellként. Betegektdl szarmazd, alacsony passzazsu GBM sejtvonalaként a HROG06 TO M2 klinikailag
relevans platformot biztosit a glioblastoma biolégidjanak, a tumor heterogenitasanak és a kezelésrezisztencia
mechanizmusainak tanulmanyozasahoz.

Organism Emberi
Tissue Agy
Disease Glioblastoma

Jellemzok

Ethnicity Kaukazusi

Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation HROGO06 TO M2 (Cytion katalégusszam: 300883)
Biosafety level 1
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NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_BTFP

Biomolekularis adatok

A kezelése

Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L gliikéz, 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 Ataptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrél, 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.

Freeze A kriokonzervalashoz 50%-os alapkozeget +40% FBS + 10% DMSO-t vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam:
medium 800100) hasznalunk, amely optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a
regeneracio fokozasa és a krioindukalt stressz csokkentése érdekében.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Ellenérizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szérazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids liveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfliird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlk, amig egy kis jégcsomd nem marad.

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

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t vatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugéljuk 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 taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenzi6t két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatas 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% > Parasitott légkor.

Flask Coating
A felolvasztas utdni optimalis kot6dés és életképesség érdekében kollagénnel bevont lombikok vagy lemezek

hasznalatat javasoljuk.

Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,

hogy a szallitas soran a h6mérsékletet koriilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.
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Shipping

Conditions 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.

Storage

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

kozotti hémeérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe valo atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

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