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HCT 116-Luc je derivat lidské bunécné linie kolorektalniho karcinomu HCT 116, ktery exprimuje luciferazu. Tato
linie byla vytvorena transdukci konstruktem kodujicim luciferazu svétlusky Photinus pyralis spolecné s kazetou
rezistence na puromycin (pac), takZe exprese reportéru je konstitutivni, nikoli zavisla na signalni draze.
Bioluminiscencni signal je proto Gmérny poctu zivotaschopnych bunék, diky emuz je tento model vhodny pro
neinvazivni sledovani nadorové zatéze in vivo a pro rychlou kvantifikaci zivotaschopnosti a proliferace bunék in
vitro pomoci kultivacnich desticek.

Plvodni linie HCT 116 si v tomto derivatu zachovava své charakteristické rysy, véetné mikrosatelitové nestability
s deficitem opravy neshod DNA, divokého typu TP53 a téméF diploidniho karyotypu. Jeji mutacni pozadi
zahrnuje KRAS p.Gly13Asp, PIK3CA p.His1047Arg, heterozygotni mutaci CTNNBL p.Ser45del, ktera stabilizuje -
katenin a ridi konstitutivni Wnt signalni drahu, a homozygotni frameshiftové mutace v genech TGFBR2 a
ACVR2A, typické pro kolorektalni nadory s MSI. Dalsi varianty se vyskytuji v genech CDKN2A, EP300, BRCA2 a
PPM1D. Stabilni integrace reportéru umozriuje longitudinalni zobrazovani ortotopickych a subkutannich
xenotransplantatd u stejného zvirete, ¢imz se sniZuje velikost kohort a odstrafiuje nutnost terminalnich
koncovych bodt v kazdém ¢asovém bodé. K udrzeni transgenu béhem rutinni expanze se pouziva selekce
puromycinem.

Tato linie je Siroce vyuzivana v preklinické onkologii, ve studiich G¢innosti cytotoxickych a cilenych latek, v
modelech metastazovani a navadéni nadord a ve vysoce vykonném screeningu cytotoxicity, kde luminiscen¢ni
méreni nabizi $irsi dynamicky rozsah nez kolorimetrické testy. Vzhledem k tomu, Ze exprese luciferazy neni pod
indukovatelnou kontrolou, signal informuje spiSe o poctu bunék a metabolickém stavu nez o aktivité konkrétni
signalni drahy, takZe slouceniny, které méni hladiny ATP nebo buné¢ny metabolismus, mohou ovlivnit
luminiscenci nezavisle na usmrcovani bunék. K potvrzeni se doporucuji ortogonalni testy Zivotaschopnosti a pfi
interpretaci reakci na latky poskozujici DNA a imunomodulaéni léCby je tfeba zohlednit defekt oprav nesouladu
v pozadi linie HCT 116.
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Growth Adherentni
properties
Regulaéni udaje
Citation HCT116-Luc (katalogové &islo Cytion 305787)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_C8WT

GMO Status GMO-S1: Tato bunécna linie obsahuje stabilné integrovanou reportérovou kazetu s luciferazou svétlusky
(Luc2, s optimalizovanymi kodony), ktera byla zavedena pomoci lentivirové transdukce s neschopnosti
replikace. Vysledna polyklonalni bunécna populace byla udrZzovana pod selekci puromycinem (1-5
pg/ml). Je vyZadovana bezpecnostni tfida S1. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a v jinych zemich

se mizZe lisit.
. &, ’
Biomolekularni data
Antigen Luc2 (svétluska, s optimalizovanymi kodony)
expression
Mutational Mutace: p.Lys437Argfs*5, homozygotni; Mutace: p.lle2675Aspfs*6, heterozygotni; Mutace: p.Arg24Serfs*20,
profile heterozygotni; Mutace: p.Ser45del, heterozygotni; Mutace: p.Met1470Cysfs*22, heterozygotni; Mutace:
p.Asn1700Thrfs*9, heterozygotni; Mutace: p.Gly13Asp, heterozygotni; Mutace: p.His1047Arg, heterozygotni,
Mutace: p.Leu450Ter, heterozygotni; Mutace: p.Lys128Serfs*35, homozygotni
» ’
Zpracovani
Culture McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukdza, w: stabilni glutamin, w: 2,0 mM pyruvat sodny, w: 2,2 g/l NaHCO3 (Cislo ¢lanku
Medium Cytion 820200a)
Supplements Dopliite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Seeding 1-3x10%/cm?
density
Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Némecko 2

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



Product sheet d CYtion

Buriky HCT116-Luc | 305787

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém

ledu, aby se b&hem prepravy udrZely optimalni teploty.

2. Po obdrzZeni kryovialku bud okamzité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezlistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvi¢ku a pfeneste buné¢nou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultiva¢niho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pri -80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testl zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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