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Bunécna linie HTh-7 predstavuje model lidského anaplastického karcinomu stitné Zlazy (ATC) a je Siroce
vyuZivana ke studiu agresivni povahy tohoto zhoubného nadoru. ATC se vyznacuje rychlym pribéhem,
rezistenci vici konvenéni 1éEbé a Spatnou prognézou. Buriky HTh-7 vykazuji komplexni chromozomalni
abnormality typické pro ATC, véetné specifickych ziskd a ztrat chromozomalnich oblasti, jako je chromozom
20q, které jsou spojeny s progresi rakoviny. Tyto buriky neobsahuji béZznou mutaci BRAF V600E, ktera se ¢asto
vyskytuje u papilarniho karcinomu $titné Zlazy, ale méné u ATC, coz podtrhuje rozmanitost onkogennich faktorG
u rdznych typl rakoviny stitné zlazy.

vy s

Dalsi genomicka charakteristika bunécné linie HTh-7 odhaluje ¢asté mutace v promotoru TERT, coz je
charakteristicky znak agresivnich karcinom stitné Zlazy. Buriky vykazuiji deleci v kopii TERT divokého typu, coz
naznacuje pfitomnost homozygotni mutace promotoru TERT, kterd pravdépodobné prispiva k jejich
agresivnimu fenotypu tim, Ze podporuje aktivaci telomerazy. Buniky HTh-7 také nesou mutace v genu TP53, coz
vede k Uplné ztraté funkce p53, coZ je bézny jev u ATC a faktor genomové nestability. Tato ztrata funkce je asto
spojena s dalsimi mutacemi, napfiklad v genu PTEN a genech zapojenych do signalni drahy PI3K/AKT/mTOR, coz
dale podtrhuje uzite¢nost HTh-7 jako modelu pro studium molekularnich zakladd ATC.

Buriky HTh-7 také vykazuji vyznamnou dediferenciaci, o ¢emz svédci nizké skore diferenciace stitné zlazy (TDS),
podobné tomu u nadord ATC. Tato dediferenciace je charakteristicka pro pokrocilé karcinomy stitné Zlazy a
odrazi se v hluboké ztraté exprese genti specifickych pro Stitnou Zlazu, coz ¢ini z HTh-7 idealni model pro
zkoumani mechanismi dediferenciace karcinomu stitné zlazy a souvisejicich terapeutickych vyzev. Geneticky
profil této bunécéné linie, véetné jejich alteraci v genech TP53 a TERT, podtrhuje jeji vyznam pro preklinické
studie zamérené na zkoumani novych terapeutickych pfistupl k ATC, zejména téch, které se zaméruji na
signalni drahy zapojené do udrZovani telomer a mechanismy souvisejici s p53.

Clovék

Stitna Zlaza

Anaplasticky karcinom $titné Zlazy

Hth7, HTh 7, HTh-7, Uhth-7, U-hth7, U-Hth7
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9606
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RPMI 1640, w: 2,1 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820700a)

Dopliite médium o 10% FBS

Accutase

Odstranite 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 pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouZzijte 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 pfeneste je do
novych banék, které jiz obsahuji Cerstvé médium.

1:2 a7 1:5

1a73x104Punek/cm?2

2 a7 3krat tydné

Jako kryokonzervaéni médium pouZivame kompletni rlistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep$eni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.
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1. Ovérte si, Ze lahvicka zUstane pfi 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.

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

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 lahvicky do vhodného skladu.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvi¢ky 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 a molekularni analyza
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Kontaminace mykoplazmaty je vylou¢ena jak pomoci testd 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.

Amelogenin: x,x
CSF1PO: 12
D13S317:11,14
D16S539: 9,13
D5S818: 11
D7S820: 8,11
THO01:9,9.3
TPOX: 11

VWA: 14,18
D3S1358: 14,15
D21S11:29,3
D18S51: 16
Penta E: 12
Penta D: 10,11
D8S1179: 12,13
FGA: 20,23
D651043: 14,15,20
D2S1338: 19,2
D12S391: 23
D19S433:12,13



