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Bunécna linie HT-29, odvozena z lidského kolorektalniho adenokarcinomu Il. stupné, predstavuje zakladni
vyzkumny model pfi studiu lidskych nadord tlustého streva. Buniky HT22, odvozené z primarniho nadoru 44leté
Zeny v roce 1964, se vyznamné podilely na pokroku v poznani mechanismi adheze nebo invaze nadorovych
bunék. Jako bunécéna linie lidského adenokarcinomu vykazuji buriky HT-29 vlastnosti, které vérné napodobuji
zralé stfevni buriky, jako jsou enterocyty, coZ podtrhuje jejich uzite¢nost pfi zkoumani dynamiky traveni potravy
a biologické dostupnosti Zivin.

Buriky HT-29 jsou citlivé na konvenéni chemoterapii kolorektalniho karcinomu, véetné 5-fluorouracilu a
oxaliplatiny. Tato citlivost spolu s jejich schopnosti exprimovat diferencia¢ni drahy za specifickych podminek,
jako je deprivace glukdzy nebo lé¢ba induktory, jako je butyrat, z nich ¢ini neocenitelny model pro zkoumani
molekularnich mechanism, které jsou zakladem diferenciace bunék a progrese rakoviny.

Buriky HT-29 byly navic vyuZity jako xenograficky model nadoru, coz poskytuje platformu pro studie in vivo,
které napodobuji chovani nadoru v lidském téle. Toto pouziti umoziiuje zkoumat riist nadoru, metastazovani a
Ucinnost terapeutickych latek v situacich in vivo.

v s

Lze shrnout, Ze bunécna linie HT-29 je kli¢ovym nastrojem v |ékarském a biologickém vyzkumu, ktery usnadnuje
hlubsi pochopeni lidského adenokarcinomu tlustého stfeva, molekularni podstaty diferenciace nadorovych
bunék a vyvoje ucinnych zplsobu léCby rakoviny.
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Receptor pro urokinazu (u-PAR), vitamin D (mirna exprese), aktivita aktivatoru plazminogenu neni
detekovatelna.

CEA negativni, p53 pozitivni

Krevni typ A, Rh+, HLA A1, A3, B12, B17, Cw5, CD4 -, exprese galaktozového ceramidu na povrchu bunék (mozny
alternativni receptor pro HIV)

Me-2, 1, PGM3, 1-2, PGM1, 1-2, ES-D, 1, AK-1, 1, GLO-1, 1-2, G6PD, B, produkt fenotypové frekvence: 0.0230

Myc+, ras+, myb+, fos+, sis+, p53+, abl -, ros -, src -

Ano, na nahych mysich. Tvofi dobfe diferencovany adenokarcinom odpovidajici primarnimu nadoru tlustého
stfeva (stupen I), nadory se tvofi také u kreckd léenych steroidy

Virus lidské imunodeficience (HIV, LAV)

Sekrecni slozka IgA, karcinoembryonalni antigen (CEA), vazebny protein transformujiciho riistového faktoru
beta, mucin, Nadmérna produkce antigenu p53

Pocet kmenovych chromozomd je hypertriploidni s 2S slozkou vyskytujici se ve 2,4 %. Ve vétSiné metafazi se
nachazi sedmnact markerovych chromozom{, obvykle v jedné kopii na chromozom. Oznaéeni marker( je
nasledujici: M1p-(=t(3p-,?) s odstranénym kratkym ramenem), t(7q,?), t(10q,?), i(13q), 19g+a. M6, ?t(8q9,99-), ?xp,
M9, 6g+, t(13,?)a, t(13,?)b, 19g+b, M14, M15, 15p+ a xg-. Chromozom 13 je nullisomicky a chromozomy 8 a 14 jsou
obecné monosomické. QM pasmovou analyzou nebyl zjistén zadny chromozom Y.
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Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/l NaHCO3, w: EBSS (¢islo ¢lanku Cytion 820100a)

Medium

Supplements Dopliite médium o 10 % FBS a 1 % NEAA

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 24 hodin

Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pripravkem Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
bariky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

Split ratio Doporucuje se pomér 1:3 a7 1:8

Seeding 3x10% bungk/cm?

density

Fluid renewal 2 a7 3krat tydné

Post-Thaw Pomalu, bunky potrebuji zhruba 48 hodin, aby se usadily a pfilnuly.

Recovery

Freeze Jako kryokonzerva¢ni médium pouZivame kompletni rlistové médium (v€etné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep3eni regenerace a snizeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . ” - _ . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pri dodani hluboce zmrazena, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pri teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okam?zita kultivace.

3. Pro okamfZitou 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 nezistane
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 lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 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 kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Shipping
Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji 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 priblizné -150 az -196

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

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

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.

Profil STR Amelogenin: x,x
CSF1PO: 11,12
D13S317:11
D16S539: 11,12
D55818: 11,12
D7S820: 10
THO1: 6,9
TPOX: 8,9
VWA: 17,19
D3S1358: 15,17
D21S11: 29,30
D18S51:13
Penta E: 14,16
PentaD: 11,13
D8S1179: 10
FGA: 20,22

Alely HLA A*:'01:01:01, '24:03:01
B*:'35:01:01, '44:03:01
C*:'04:01:01
DRB1*:'04:02:01, '07:01:01
DQA1*:'02:01:01, '03:01:01
DQB1*:'02:02:01, '03:02:01
DPB1*:'04:01:01
E:'01:01,'01:03
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