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HT55 je ludska bunkova linia adenokarcinému konecnika, izolovana z primarneho nadoru konecnika 54-ro¢nej
Zeny kaukazského povodu. Tato linia rastie ako adhezivna monovrstva s epitelidlnou morfoldgiou a je
zaregistrovana v databaze Cellosaurus pod oznacenim CVCL_1294. HT55 nesie viacero heterozygotnych a
homozygotnych mutacii s stratou funkcie v tumor-supresorovom géne APC (adenomat6zna polyp6za hrubého
Creva), vratane p.Gln1131Ter, p.GIn1303Ter, p.Argl1463Ser, p.Asn581Tyr a p.Lys241Ter (vSetky heterozygotné),
ako aj homozygotnu substiticiu p.Arg213Leu. Tento mutacny profil robi z HT55 biologicky relevantny model
kolorektalnej karcinogenézy riadenej génom APC, odrazajuci dysregulaciu kanonického WNT signalneho drah,

HT55 sa Siroko vyuziva vo vyskume kolorektalneho karcindmu na stadium WNT/B-kateninovej signalizacie,
funkcie tumor-supresorového génu APC, citlivosti a rezistencie na lieky, ako aj na predklinické hodnotenie
cielenych lieciv namierenych proti zlozkam WNT drahy. Tato linia je vhodna pre in vitro farmakologické testy a
Stadie s xenotransplantatmi vimunokompromitovanych mysacich modeloch, ¢im poskytuje adhezivnu a lahko
manipulovatelni in vitro platformu pre mechanisticky a translaény vyskum kolorektalneho karcinému.
Pritomnost viacerych mutécii sposobujlcich skratenie génu APC robi z linie HT55 reprezentativny priklad
mikrosatelitovo stabilného, chromozémovo nestabilného podtypu kolorektalneho karcindmu, ktory je bezne
spdsobeny stratou funkcie APC.

HT55 sa kultivuje v médiu EMEM (MEM Eagle, w: 2 mM L-glutamin, w: 2,2 g/l NaHCO,, w: EBSS; Cislo vyrobku
Cytion 820100a) doplnenom o 10 % FBS pri 37 °C vo zvlh¢enej atmosfére s 5 % CO,. Bunky sa subkultivuji
pomocou Accutase, ked dosiahnu priblizne 80-90 % konfluencie, s odpord¢anym pomerom delenia 1:3az 1:5a
hustotou vysevu 1-3 x 10* buniek/cm?. Médium sa obnovuje kazdé 2-3 dni. Doba zdvojndsobenia je priblizne 28
hodin.

Ludské

Koneénik

Adenokarciném

Vyskum kolorektalneho karcindmu; Stadie signalnej drahy WNT/APC; testovanie citlivosti a rezistencie na lieky;
predklinicka onkoldgia; modely xenotransplantatov; hodnotenie cielenych terapii

HT55

54 rokov

Zeny

Kaukazsky
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Morphology
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Epitelu podobné

Epitelové bunky

Adherent

Regulacné udaje

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HT55 (katalogové Cislo Cytion 305018)

9606

CellosaurusAccession CVCL_1294

Biomolekularne udaje

Mutational Mutdcia: p.GIn1131Ter, heterozygotna; Mutécia: p.Gln1303Ter, heterozygotna; Mutacia: p.Argl463Ser,

profile heterozygotna; Mutdcia: p.Asn581Tyr, heterozygotna; Mutacia: p.Lys241Ter, heterozygotna; Mutacia:
p.Arg213Leu, homozygotna

Spracovanie

Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion ¢islo ¢lanku 820100a)

Medium

Supplements Dopliite médium o 10 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 28 hodin

Subculturing Odstrante staré médium z prilnutych buniek a premyte ich PBS bez vapnika a horcika. Pre T25 flase pouZzite 3-5
ml PBS a pre T75 flase 5-10 ml. Potom bunky Uplne zalejte pripravkom Accutase, pricom pre flase T25 pouZite
1-2 ml a pre flaSe T75 2,5 ml. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, aby sa uvolnili. Po
inkubacii bunky jemne premiesajte s 10 ml média, aby sa znovu suspendovali, a potom centrifugujte pri 300xg
po dobu 3 minut. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu suspendujte v ¢erstvom médiu a preneste ich do novych
flias, ktoré uz obsahuju cerstvé médium.
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Split ratio laz5

Seeding 1a73x10% Puniek /2

density

Fluid renewal Kazdé 2 az 3 dni

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolocnosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.

Thawing and

rin Sy . _ . . .
Culturing Cells 1. Overte si, ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoze bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. Vpripade okamzitej kultivacie injek¢énd liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kdpela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pricom ju jemne mieSajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4, VSetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g po¢as 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujdci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml ¢erstvého kultivacného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vietko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivaéné protokoly na nepretrzity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality a molekularna analyza
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