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Informatii generale

Description

Organism

Tissue

Disease

Caracteristici

Age

Gender

Ethnicity

Morphology

HCT 116-Luc este un derivat al liniei celulare HCT 116 de carcinom colorectal uman, care exprima luciferaza.
Linia a fost generata prin transductie cu un construct care codifica luciferaza de licurici din Photinus pyralis
impreuna cu o caseta de rezistenta la puromicina (pac), astfel incat expresia reporterului este constitutiva, mai
degraba decat dependenta de calea metabolica. Semnalul bioluminiscent este, prin urmare, proportional cu
numarul de celule viabile, ceea ce face ca modelul sa fie adecvat pentru monitorizarea neinvaziva a incarcaturii
tumorale in vivo si pentru cuantificarea rapida, pe placa, a viabilitatii si proliferdrii celulare in vitro.

Linia parentala HCT 116 Tsi pastreaza caracteristicile definitorii in acest derivat, inclusiv instabilitatea
microsatelitara cu reparatie deficitara a nepotrivirilor de ADN, TP53 de tip salbatic si un cariotip aproape diploid.
Fondul sau mutational cuprinde KRAS p.Gly13Asp, PIK3CA p.His1047Arg, o mutatie heterozigotd CTNNB1
p.Ser45del care stabilizeaza -catenina si stimuleaza semnalizarea Wnt constitutiva, precum si mutatii
homozigote cu deplasare a cadrului de citire in TGFBR2 si ACVR2A, tipice pentru tumorile colorectale cu MSI.
Sunt prezente variante suplimentare in CDKN2A, EP300, BRCA2 si PPM1D. Integrarea stabila a reporterului
permite imagistica longitudinala a xenogrefelor ortotopice si subcutanate la acelasi animal, reducénd
dimensiunile cohortei si eliminand necesitatea unor criterii de evaluare finale la fiecare moment de timp. Se
utilizeaza selectia cu puromicina pentru a mentine transgenul in timpul expansiunii de rutina.

Aceasta linie este utilizata pe scara larga Tn oncologia preclinica, in studiile de eficacitate ale agentilor citotoxici
si tintiti, Tn modelele de metastazare si de homing tumoral, precum si in screeningul de citotoxicitate de mare
capacitate, unde citirea luminescenta ofera o gama dinamica mai larga decat testele colorimetrice. Deoarece
expresia luciferazei nu este sub control inducibil, semnalul indicd numarul de celule si starea metabolica, mai
degraba decat activitatea unei cai specifice; astfel, compusii care modifica nivelurile de ATP sau metabolismul
celular pot afecta luminescenta independent de distrugerea celulelor. Pentru confirmare se recomanda testele
ortogonale de viabilitate, iar fondul de deficit de reparare a nepotrivirilor din linia celulara HCT 116 trebuie luat
in considerare la interpretarea raspunsurilor la agentii care afecteaza ADN-ul si la tratamentele
imunomodulatoare.

Om

Colon

Carcinom de colon

48 de ani

Masculin

Caucazian

De tip epitelial
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Growth Aderent
properties

Date de reglementare

Citation HCT116-Luc (numar de catalog Cytion 305787)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_C8WT

GMO Status GMO-S1: Aceastsd linie celulara contine o casetd reporter de luciferaza de licurici (Luc2, optimizata la
nivel de codon) integrata stabil, introdusa prin transductie lentivirala incompetenta din punct de vedere
al replicarii. Populatia celulara policlonala rezultatd a fost mentinuta sub selectie cu puromicina (1-5
pg/mL). Este necesara izolarea de tip S1. Aceasta clasificare se aplica numai in Germania si poate diferi

n alte tari.
Date biomoleculare
Antigen Luc2 (licurici, optimizat la nivel de codon)
expression
Mutational Mutatie: p.Lys437Argfs*5, homozigotd; Mutatie: p.lle2675Aspfs*6, heterozigotd; Mutatie: p.Arg24Serfs*20,
profile heterozigotd; Mutatie: p.Ser45del, heterozigotd; Mutatie: p.Met1470Cysfs*22, heterozigota; Mutatie:
p.Asn1700Thrfs*9, heterozigota; Mutatie: p.Gly13Asp, heterozigotd; Mutatie: p.His1047Arg, heterozigota;
Mutatie: p.Leu450Ter, heterozigotd; Mutatie: p.Lys128Serfs*35, homozigota
Manipulare
Culture McCoys 5a, cu: 3,0 g/L glucoza, cu: glutamina stabild, cu: 2,0 mM piruvat de sodiu, cu: 2,2 g/L NaHCO3 (numarul
Medium articolului Cytion 820200a)
Supplements Suplimentati mediul cu 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Seeding 1-3*10%*/cm?
density
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Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
medium adecvatd dupa dezghetare sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati
si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de criogenie.

Thawing and
Culturing Cells s < - . . <
g 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata
carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.
2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.
3. Pentru cultivarea imediatd, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curata si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand rdmane
0 micd aglomerare de gheata.
4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.
5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.
6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.
7. Se resuspenda usor peletul celular in 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
Tmpartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.
8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.
Incubation
Atmosphere 37°C, 5% s atmosferd umidificata.
Shipping
Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.
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Storage
Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa Tntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

Controlul calitatii si analiza moleculara

Sterility
Contaminarea cu micoplasma este exclusa utilizdnd atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.
Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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