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Growth
properties

&

HROC348 je bunkova linia ludského kolorektalneho karcindmu odvodena z primarneho nadoru resekovaného u
dospelého muza s diagndzou rakoviny sigmoidného tracnika. Nador bol klasifikovany ako stredne pokrocily
adenokarciném (T3, G3, N2), ¢o naznacuje vyznamnu lokélnu invaziu a postihnutie lymfatickych uzlin, o
zodpoveda agresivnemu spravaniu nadoru. Karcindm vznikol v sigmoideu, beZznom anatomickom mieste
sporadického kolorektalneho karcindmu, a vykazoval mikrosatelitnd stabilitu (MSS), ¢o ho radi skdr k podtypu
chromozémovej nestability (CIN) nez k triede hypermutovanych kolorektalnych nadorov s vysokym MSI.

Molekularne profilovanie HROC348 vykazuje divoky typ KRAS aj BRAF, ¢o naznacuje nepritomnost spolo¢nych
aktivacnych mutacii v tychto génoch, ktoré sa Casto podielaju na progresii kolorektalneho karcindmu a
rezistencii na liebu. Vdaka tomuto molekularnemu pozadiu je HROC348 mimoriadne vhodny na Stddie
zamerané na nemutovanu signalizaciu RAS/RAF a jej vplyv na rast nadoru, terapeutickd odpoved a mechanizmy
rezistencie. Bunkova linia nevykazuje fenotyp CpG ostrovéekového metylatora (CIMP), ¢o dalej podporuje jej
zaradenie do podskupiny konvencného (nehypermutovaného) kolorektalneho karcinému.

Klinicky bol nador pozitivny na metastazy v lymfatickych uzlinach (LN_pos =2), ale vzdialené metastazy (M) boli
zaznamenané len raz a nebolo zaznamenané Ziadne pravostranné postihnutie hrubého ¢reva, ¢o zodpoveda
profilu lavostranného kolorektalneho karcindmu. Tieto vlastnosti v kombinacii so stavom MSS a molekularnymi
markermi stavaji HROC348 do pozicie reprezentativneho modelu na $tudium lavostranného, KRAS/BRAF
divokého typu, mikrosatelitne stabilného kolorektalneho adenokarcindmu. Pontka tieZ translaéni hodnotu pre
predklinické testovanie cielenych terapii aimunomodulacnych latok v nadoroch MSS, ktoré st zvycajne menej
citlivé na blokadu imunitnych kontrolnych bodov.
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HROC348 (katalogové ¢islo Cytion 300719)

1

9606

Biomolekularne udaje

MSI-status
Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Fluid renewal

MSS

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu sodného,
w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)

Doplrite médium o 10 % FBS

Accutase

Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouzite
1-2 mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
min0ty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju erstvé médium.

2 a7 3-krat tyzdenne

Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na
suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. VSetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili Gc¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

o £o " ,
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

Ziadne

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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