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Informacje ogélne

Description
HCT 116-Luc to pochodna ludzkiej linii komorkowej raka jelita grubego HCT 116, w ktdrej ekspresjonowana jest

lucyferaza. Linie te wyhodowano poprzez transdukcje konstrukcja kodujaca lucyferaze Swietlika Photinus pyralis
wraz z kaseta opornosci na puromycyne (pac), dzieki czemu ekspresja reporterowa ma charakter
konstytutywny, a nie zalezny od szlaku metabolicznego. Sygnat bioluminescencyjny jest zatem proporcjonalny
do liczby zywych komérek, co sprawia, ze model ten nadaje sie do nieinwazyjnego monitorowania obcigzenia
nowotworowego in vivo oraz do szybkiej, opartej na ptytkach kwantyfikacji zywotnosci i proliferacji komérek in
vitro.

Linia macierzysta HCT 116 zachowuje w tej pochodnej swoje charakterystyczne cechy, w tym niestabilno$¢
mikrosatelitarna z niedoborem naprawy niedopasowar DNA, gen TP53 typu dzikiego oraz kariotyp zblizony do
diploidalnego. Jej tto mutacyjne obejmuje mutacje KRAS p.Gly13Asp, PIK3CA p.His1047Arg, heterozygotyczna
mutacje CTNNBL1 p.Ser45del, ktdra stabilizuje B-katenine i stymuluje konstytutywnga sygnalizacje Wnt, oraz
homozygotyczne mutacje przesuniecia ramki odczytu w genach TGFBR2 i ACVR2A, typowe dla nowotwordw
jelita grubego o niestabilnosci mikrosatelitarnej (MSI). Dodatkowe warianty wystepuja w genach CDKN2A,
EP300, BRCA2 i PPM1D. Stabilna integracja reportera umozliwia obrazowanie w czasie ortotopicznych i
podskérnych przeszczepow heterogenicznych u tego samego zwierzecia, co zmniejsza liczebnos¢ kohort i
eliminuje konieczno$¢ stosowania punktow koncowych w kazdym punkcie czasowym. Do utrzymania transgenu
podczas rutynowej ekspansji stosuje sie selekcje puromycyna.

Linia ta znajduje szerokie zastosowanie w onkologii przedklinicznej, w badaniach skutecznosci Srodkéw
cytotoksycznych i lekdw celowanych, w modelach przerzutéw i migracji nowotworéw oraz w
wysokoprzepustowym badaniu przesiewowym cytotoksycznosci, gdzie odczyt luminescencyjny oferuje szerszy
zakres dynamiczny niz testy kolorymetryczne. Poniewaz ekspresja lucyferazy nie podlega kontroli indukowalnej,
sygnat odzwierciedla liczbe komorek i stan metaboliczny, a nie aktywno$¢ konkretnego szlaku, wiec zwigzki
zmieniajace poziom ATP lub metabolizm komérkowy moga wptywad na luminescencje niezaleznie od zabijania
komorek. W celu potwierdzenia wynikéw zaleca sie przeprowadzenie ortogonalnych testéw zywotnosci, a przy
interpretacji reakcji na czynniki uszkadzajace DNA i terapie immunomodulujace nalezy uwzgledni¢ niedobdr
naprawy niedopasowan w komérkach HCT 116.

Organism Cztowiek
Tissue Colon
Disease Rak okreznicy

Charakterystyka

Age 48 lat
Gender Mezczyzna

Ethnicity Kaukaski
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Morphology Podobny do nabtonka
Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne
Citation
Biosafety level
NCBI_TaxID
CellosaurusAccession

GMO Status

HCT116-Luc (numer katalogowy Cytion 305787)

9606

CVCL_C8WT

 Cytion

GMO-S1: Ta linia komérkowa zawiera stabilnie zintegrowana kasete reporterowa z lucyferaza Swietlika
(Luc2, zoptymalizowang pod katem kodondw), wprowadzona za pomoca transdukcji lentiwirusowej bez
zdolnosci do replikacji. Powstata populacje komoérek poliklonalnych utrzymywano pod selekcja
puromycyna (1-5 pg/ml). Wymagany jest poziom bezpieczenstwa S1. Klasyfikacja ta obowiazuje

wytacznie na terenie Niemiec i moze réznic sie w innych krajach.

Dane biomolekularne

Antigen Luc2 ($wietlik, zoptymalizowany pod katem kodondw)

expression

Mutational Mutacja: p.Lys437Argfs*5, homozygotyczna; Mutacja: p.lle2675Aspfs*6, heterozygotyczna; Mutacja:
profile p.Arg24Serfs*20, heterozygotyczna; Mutacja: p.Ser45del, heterozygotyczna; Mutacja: p.Met1470Cysfs*22,

heterozygotyczna; Mutacja: p.Asn1700Thrfs*9, heterozygotyczna; Mutacja: p.Gly13Asp, heterozygotyczna;
Mutacja: p.His1047Arg, heterozygotyczna; Mutacja: p.Leu450Ter, heterozygotyczna; Mutacja: p.Lys128Serfs*35,

homozygotyczna
Obstuga
Culture McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukozy, w: stabilna glutamina, w: 2,0 mM pirogronianu sodu, w: 2,2 g/l NaHCO3 (numer
Medium artykutu Cytion 820200a)
Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
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Seeding 1-3x10%/cm?

density

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu
medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra

zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.

Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewni¢
zachowanie integralnosci komérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta woda i sSrodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowana fiolke i przenie$¢ zawiesine komdrek do 15 ml probowki
wiréwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucié supernatant zawierajgcy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek w 10 ml $wiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komorek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenie$¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakgcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciggtego wzrostu i utrzymania linii komérkowej,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdw.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ nawilzona atmosfera.
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z::‘pd':;lt?ogns Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci i analiza molekularna

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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