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Altalanos informaciok

Description
A HROHep03 egy human hepatocellularis adenokarcindma sejtvonal, amelyet egy 71 éves kaukazusi néi beteg

primer majdaganatabol allitottak el a PD Dr. Michael Linnebacher altal 2006 6ta fejlesztett, betegektdl
szarmazd tumorsejtvonalakbol allé HRO biobank-sorozat keretében. A daganatot primer adenokarcindmaként
osztalyoztak, TNM-stadiuma TONxMx, fokozata 3, ami egy magas fokozat( majadenokarcindmat tiikroz,
amelynek szévetmintavételkor nem volt igazolt tavoli attétje. A HROHep03 adheziv monorétegként novekszik,
fibroblaszt-szer(i morfoldgiaval, és megerdsitést nyert, hogy mentes az emberre patogén HBV, HCV és HIV
virusoktol, 6sszhangban a Linnebacher-biobank-sorozat szigort minéség-ellenérzési szabvanyaival.

A HROHep03 alkalmazhatd hepatocelluldris adenokarcindma kutatasaban, a magas fokozatl majdaganat-sejtek
biologidjanak vizsgalataban, gyogyszerérzékenységi és rezisztenciavizsgalatokban (sorafenib, ciszplatin, 5-FU),
majdaganat-invazids és migracios vizsgalatokban, valamint molekularis Gtvonalak elemzésében. A HRO biobank
részeként ez a vonal betegspecifikus bioldgiai er6forrast biztosit, amely személyre szabott onkoldgiai kutatasok
céljabol parosithaté ugyanazon betegtdl szarmazo, illeszkedé immunoldgiai anyaggal. Fibroblaszt-szer(
morfoldgiaja fenotipusilag megkiilonbozteti a gyakoribb, hepatocita-szer(i HCC-vonalaktdl, és tiikrozheti a
tumor progresszi6ja vagy az in vitro adaptécio soran kialakult epitelidlis-mesenchimalis jellemzdket.

Organism Emberi

Tissue M3j

Disease Primer adenokarcindma, TONxMx stadiumban, 3. fokozatu

Metastatic site Nem alkalmazhatd (TNM-stadium: TONxMx; a mintavétel id6pontjaban nem volt igazolt tavoli attét)

Applications Hepatocellularis adenokarcinéma kutatasa; magas fokozatl HCC modellezése; gydgyszerérzékenységi
vizsgalatok (sorafenib, ciszplatin, 5-FU); majdaganatok invazidja és migracidja; betegekhez illesztett HRO-
biobanki vizsgalatok

Jellemzok
Age T1év
Gender NGi
Ethnicity Kaukazusi
Morphology Fibroblaszt-szer(i
Cell type Fibroblaszt-szerti (hepatocellulris karcinéma)
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Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation HROHep03 (Cytion katalégusszam: 300197)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_2UT2

GMO Status Génmadositas nélkul; PD Dr. Linnebacher altal létrehozott, beteghdl szarmazé vad tipusu
majadenokarcindma sejtvonal. Megerdsitve, hogy HBV-, HCV- és HIV-mentes.

Biomolekularis adatok
Viruses HBV, HCV, HIV human patogén virusoktdl mentes.

A kezelése

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

Doubling time kb. 48-72 éra

Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekr6l, és mossa ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-
0s 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 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
felulUszét, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at ket Gj lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.

Split ratio 1-3
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Seeding 2 x 10% S€lt/cm?

density

Fluid renewal 3-5naponta

Post-Thaw 2 nap

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.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ellendrizze, hogy az injekcids Uveg a szallitaskor mélyhltott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjak, 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 Uveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizflird6be meritjik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjiik, amig egy kis jégcsomé nem marad.

4. Az Osszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, dramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertétlenitstk 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. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Ujra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkolcsonhatds és novekedés elésegitése
érdekében.

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

Incubation
Atmosphere 370(:, 50/OCO2, pérésftott légkol’
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Flask Coating Nincs
Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegend6 hiitékozeggel,

hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfeleld tarolhelyre.

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 livegeket a megfelels taroldhelyre.

Storage

Conditions Hosszu tava tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, koriilbeliil -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 elkerlilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Németorszag 4

Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



