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Altalanos informaciok

Description Ez az egyik sejtvonal egy olyan tumorsejtvonal-sorozatbdl, amelyet Dr. Michael Linnebacher PD 2006 6ta hoz
létre primer CRC reszekciés mintakbol.

Organism Emberi

Tissue Colon descendens, UICC llla

Disease Primer adenokarcinéma, TNM stadium T3N1MOROL1V1, osztalyozas G3, Lk(n) + 2, = Lk(n) 18
Jellemzok

Age 69 év

Gender Férfi

Ethnicity Kaukazusi

Morphology Epithelszer(i

Growth Adherent

properties

Szabalyozasi adatok

Citation HROCA40 (Cytion katalégusszam 300822)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1G01

Biomolekularis adatok

Protein Béta-aktin, osteopontin alacsony, Toll-szer(i receptor (TLR) 3 mérsékelt, TLR4 mérsékelt, TLR7 alacsony, TLRS -,
expression PTEN

Antigen CD326+, CD44+, CD15+, CD71+, CD73+, CD274+, CD47+, CD54+, CD95+, CD276+, CD133-, CD66acdeweak, IDO+,
expression CFLIP+, MHC-I+, MHCllweak IFN-y kezelés utan, EpCAM+
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Tumorigenic Igen, immunszupprimalt meztelen egerekben

Viruses Mentes az SV40, JC/BK, HBV, HCV, HIV human patogén virusoktol.

Ploidy status Aneuploid

MsSl-status MSS

Mutational P53G266e, APCwt, K-RasG13D, mt13, N-Raswt, H-Raswt, PIK3CAwt, B-Rafwt

profile

[ e
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 Ataptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Felolvasztas utan 6vatosan szuszpendalja Ujra a sejtpelletet. Centrifugaljuk 300 x g-n 3 percig, és dobjuk el a
feliilisz6t. Ultessiik be 2x 25 cm?-es sejttenyészté lombikokba, és hagyjuk a lombikokat 48 éran 4t az
inkubatorban. 2-3 naponként cserélje ki az elhasznalt tapfolyadékot, amig el nem éri a 80-90%-os konfluenciat.
Ez nagyjabdl 10-14 napot vesz igénybe.

Seeding 5x10% sejt/cm? felolvasztas utdn, 3x10% sejt/cm?, miutén a sejtek erteljesen szaporodnak

density

Fluid renewal 3-5naponta

Post-Thaw Gyors

Recovery

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.
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Thawing and

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

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megé6rzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcios liveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomé 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 dvatosan 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 tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-0s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkolcsonhatas 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%C02’ parasitott légkor.

Flask Coating
A felolvasztas utani optimalis kotdés és életképesség érdekében kollagénnel bevont lombikok vagy lemezek

hasznalatat javasoljuk.

Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, 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 megfeleld taroldhelyre.
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Shipping

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

Storage

Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket 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 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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