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Altalanos informaciok

Description
Az HCT 116-Luc az emberi kolorektalis karcindma sejtvonal, az HCT 116 luciferazt expresszald szarmazéka. A

vonalat a Photinus pyralis-b6l szarmazé szentjanosbogar-luciferazt kodold konstrukcidval, valamint egy
puromicin-rezisztencia-kazettaval (pac) torténd transzdukcidval hoztdk létre, igy a riporter expresszioja
konstitutiv, nem pedig jelatviteli Gtvonal-fliggd. A biolumineszcens jel ezért aranyos az életképes sejtek
szamaval, ami alkalmassa teszi a modellt a tumorterhelés in vivo, nem invaziv nyomon kovetésére, valamint a
sejtek életképességének és proliferacidjanak in vitro, lemezen végzett gyors kvantifikalasara.

Az eredeti HCT 116-vonal megdrizte jellegzetes tulajdonsagait ebben a szarmazékban, beleértve a
mikroszatellit-instabilitast a hianyos DNS-mismatch-javitassal, a vad tipust TP53-at és a kozel diploid
kariotipust. Mutacios hatterét a KRAS p.Gly13Asp, a PIK3CA p.His1047Arg mutaciot, egy heterozigéta CTNNB1
p.Ser45del mutacidt, amely stabilizalja a B-katenint és konstitutiv Wnt-jelatvitelt valt ki, valamint a TGFBR2-ben
és az ACVR2A-ban eléfordulé homozigota kereteltolodasi mutaciokat, amelyek jellemz6ek az MSI-tipust
kolorektalis daganatokra. Tovabbi variansok talalhatok a CDKN2A, EP300, BRCA2 és PPM1D génekben. A riporter
stabil integracidja lehet6vé teszi az ortotopos és szubkutan xenotranszplantatumok longitudinalis képalkotasat
ugyanazon allatban, ami csokkenti a kohort méretét, és feleslegessé teszi a végpontértékek minden idépontban
torténd meghatarozasat. A transzgén fenntartasara a rutin szaporitas soran puromicin-szelekciot alkalmaznak.

Ezt a vonalat széles korben alkalmazzak a preklinikai onkoldgiaban, citotoxikus és célzott szerek hatékonysagi
vizsgalataiban, metasztazis- és tumorhoming-modellekben, valamint nagy ateresztéképességli citotoxicitasi
szlirésekben, ahol a lumineszcens jelzés szélesebb dinamikatartomanyt kindl, mint a kolorimetrikus vizsgalatok.
Mivel a luciferaz expresszidja nem all indukalhato6 szabalyozas alatt, a jel inkabb a sejtszamot és az anyagcsere-
allapotot jelzi, mint egy adott Gtvonal aktivitasat; igy az ATP-szintet vagy a sejtes anyagcserét megvaltoztato
vegyiletek a sejtpusztitastol fliggetlenlil is befolyasolhatjak a lumineszcenciat. A megerdsitéshez ortogonalis
életképességi vizsgalatok elvégzése ajanlott, és a DNS-karosito szerekre és azimmunmodulalé kezelésekre
adott valaszok értelmezésekor figyelembe kell venni a HCT 116 sejtvonal mismatch-javitasi hianyossagat.

Organism Emberi

Tissue Vastagbél

Disease Vastaghélrak
Jellemzok

Age 48 év

Gender Férfi

Ethnicity Kaukazusi

Morphology Epithelszer(
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Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation HCT116-Luc (Cytion katalégusszam: 305787)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_C8WT

GMO Status GMO-S1: Ez a sejtvonal egy stabilan integralt szentjanosbogar-luciferaz riporterkazettat (Luc2,
kodonoptimalizalt) tartalmaz, amelyet replikacidra képtelen lentiviralis transzdukcidval juttattak be. A
kapott poliklonalis sejtpopulaciét puromicin-szelekcié (1-5 ug/mL) mellett tartottak fenn. S1-es
biztonsagi besorolas sziikséges. Ez a besorolas kizarolag Németorszag teriiletén érvényes, mas
orszagokban eltéré lehet.

Biomolekularis adatok

Antigen Luc2 (szentjanosbogar, kodonoptimalizalt)

expression

Mutational Mutécio: p.Lys437Argfs*5, homozigdta; Mutacid: p.lle2675Aspfs*6, heterozigbta; Mutacid: p.Arg24Serfs*20,
profile heterozigdta; Mutacio: p.Ser45del, heterozigbta; Mutacid: p.Met1470Cysfs*22, heterozigdta; Mutacio:

p.Asn1700Thrfs*9, heterozigdta; Mutécio: p.Glyl3Asp, heterozigdta; Mutacio: p.His1047Arg, heterozigéta;
Mutacid: p.Leud50Ter, heterozigdta; Mutacio: p.Lys128Serfs*35, homozigbta

&,
A kezelese
Culture McCoys 5a, w: 3,0 g/L gliikdz, w: stabil glutamin, w: 2,0 mM natrium-piruvat, w: 2,2 g/L NaHCO3 (Cytion cikkszam:
Medium 820200a)
Supplements A téptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel
Dissociation Accutase
Reagent
Seeding 1-3x10%/cm?
density
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Freeze Krioprezervalé taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk 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 liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen
széllitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids Uiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig dvatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertétlenitstik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolt, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletli 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 Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenzidt két T25-6s tenyésztblombik kdzott; szuszpenzids kultirdk esetében az dsszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatés és ndvekedés elésegitése
érdekében.

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

Incubation

or Eo At (o

Atmosphere 37°C, 5%, parasitott légkor.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.
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Storage
Conditions Hosszd tavd tartdsitas céljabdl helyezze az livegeket gézfazisi folyékony nitrogénbe, kortilbelil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe val atvitel el6tt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés

Sterility
A mikoplazma-szennyez6dést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapd mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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