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Vispariga informacija

Description .
HCT 116-Luc ir cilvéka kolorektalas karcinomas stinu linijas HCT 116 atvasinajums, kas ekspresé luciferazi. St

[inija tika radita, veicot transdukciju ar konstruktu, kas kodé Photinus pyralis ugunskréslina luciferazi kopa ar
puromicina rezistences kaseti (pac), tadéjadi reportera ekspresija ir konstitutiva, nevis atkariga no signalcela.
Tadéjadi bioluminiscences signals ir proporcionals dzivotspéjigo Suinu skaitam, kas padara So modeli piemérotu
neinvazivai audzéja slodzes izsekosSanai in vivo, ka ari atrai, uz skivjiem balstitai Stinu dzivotspé&jas un
proliferacijas kvantificésanai in vitro.

Sakotnéja HCT 116 linija Saja atvasinajuma saglaba savas raksturigas iezimes, tostarp mikrosatelitu nestabilitati
ar nepilnigu DNS nesakritibas labosanu, savvalas tipa TP53 un gandriz diploidu kariotipu. Tas mutaciju fons
ietver KRAS p.Gly13Asp, PIK3CA p.His1047Arg, heterozigotu CTNNB1 p.Ser45del, kas stabilizé 3-kateninu un
veicina konstitutivu Wnt signalu parraidi, ka ari homozigotas frameshift mutacijas TGFBR2 un ACVR2A génos, kas
ir tipiskas MSI kolorektalajiem audzéjiem. Papildu varianti ir sastopami génos CDKN2A, EP300, BRCA2 un PPM1D.
Reportéra stabila integracija lauj veikt ortotopisko un subkutano ksenotransplantatu garenvirziena
attélveidoSanu viena un taja pasa dzivnieka, tadéjadi samazinot kohortas lielumu un novérsot nepiecieSamibu
péc galigajiem iznakumiem katra laika punkta. Puromicina selekcija tiek izmantota, lai saglabatu transgénu
rutiniskas pavairosanas laika.

So liniju plasi izmanto pirmskliniskaja onkologija, citotoksisko un mérktiecigo lidzeklu efektivitates pé&tijumos,
metastazu un audzeju mérktiecigas migracijas modelos, ka ari augstas caurlaidspéjas citotoksicitates skrininga,
kur luminescences radijums nodrosina plasaku dinamisko diapazonu neka kolorimetriskie testi. Ta ka
luciferazes ekspresija netiek reguléta ar indukciju, signals atspogulo Stinu skaitu un metabolisko stavokli, nevis
konkréta metabolisma cela aktivitati, tadél savienojumi, kas maina ATP limeni vai Stnu vielmainu, var ietekmét
luminiscenci neatkarigi no Stinu iznicinasanas. Apstiprinasanai ieteicami ortogonali dzivotspéjas testi, un,
interpretéjot reakcijas uz DNS bojajoSiem lidzekliem un iminmoduléjosam terapijam, janem véra HCT 116 Stnu
fons ar defektivu nesakritibu labosanu.

Organism Cilvéks

Tissue Resnas zarnas

Disease Resnas zarnas karcinoma
Raksturojums

Age 48 gadi

Gender Viriesi

Ethnicity Kaukazietis

Morphology Epitélijveidigs
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Growth Adherent
properties
Normativie dati
Citation HCT116-Luc (Cytion kataloga numurs 305787)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_C8WT

GMO Status GMO-S1: ST 80nu linija satur stabili integrétu ugunskréslina luciferazes reporterkase3u (Luc2, kodonu
optimizéta), kas ievadita, izmantojot replikacijas nespéjigu lentivirusa transdukciju. legiita poliklonala
Stnu populacija tika uzturéta puromicina selekcijas apstaklos (1-5 pg/ml). Ir nepiecieSama S1 drosSibas
klase. Si klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un citas valstis var atskirties.

Biomolekularie dati

Antigen Luc2 (spoZa musa, kodonu optimizéts)

expression

Mutational Mutacija: p.Lys437Argfs*5, homozigota; Mutacija: p.Ile2675Aspfs*6, heterozigota; Mutacija: p.Arg24Serfs*20,
profile heterozigota; Mutacija: p.Ser45del, heterozigota; Mutacija: p.Met1470Cysfs*22, heterozigota; Mutacija:

p.Asn1700Thrfs*9, heterozigota; Mutacija: p.Gly13Asp, heterozigota; Mutacija: p.His1047Arg, heterozigota;
Mutacija: p.Leu450Ter, heterozigota; Mutacija: p.Lys128Serfs*35, homozigota

Darbs ar
Culture McCoys 5a, w: 3,0 g/l glikoze, w: stabils glutamins, w: 2,0 mM natrija piruvats, w: 2,2 g/l NaHCO3 (Cytion
Medium izstradajuma numurs 820200a)
Supplements Papildinat barotni ar 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Seeding 1-3x 10%/cm?
density
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Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu
krioinduceéto stresu.

Thawing and

Culturing Cells 1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sttitas uz sausa ledus, lai

parvadasanas laika saglabatu optimalu temperatdru.

2. Péc sanemSanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatlra, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Stinu integritates saglabasanu, vai ar turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultivésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pllismas nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Siinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifuggjiet maistjumu ar 300 x g 3 min0tes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stnu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stiinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkultiiru protokolus, lai nodroSinatu nepartrauktu $tinu linijas augsanu un
uzturéSanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

Incubation
EP, L _
Atmosphere 37°C,5 /°c02’ mitrinata atmosféra.

Shipping

Conditions Kriokonservétas Stinu linijas tiek sttitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni -150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatlra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietosanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole un molekulara analize

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas

mikoplazmas noteiksanas metodes.

Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdiras katru dienu vizuali parbauda.
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