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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Disease

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Morphology

HCT 116-Luc je derivat ludskej bunkovej linie kolorektalneho karcindmu HCT 116, ktory exprimuje luciferazu.
Tato linia bola vytvorena transdukciou pomocou konstruktu kédujiceho luciferazu svatojanskej musky Photinus
pyralis spolu s kazetou rezistencie na puromycin (pac), takzZe expresia reportéra je konstitutivna a nie zavisld na
signalnej drahe. Bioluminiscenény signal je preto imerny poctu Zivotaschopnych buniek, vdaka omu je tento
model vhodny na neinvazivne sledovanie nadorovej zataze in vivo a na rychlu kvantifikaciu Zivotaschopnosti a
proliferacie buniek in vitro pomocou kultivaénych platni.

Rodicovska linia HCT 116 si v tomto derivate zachovava svoje charakteristické ¢rty, vratane mikrosatelitnej
nestability s deficitom opravy nestiladu DNA, divokého typu TP53 a takmer diploidného karyotypu. Jej mutaéné
pozadie zahffia KRAS p.Gly13Asp, PIK3CA p.His1047Arg, heterozygotni mutaciu CTNNBL1 p.Ser45del, ktora
stabilizuje B-katenin a riadi konstitutivnu Wnt signalizaciu, a homozygotné frameshiftové mutacie v génoch
TGFBR2 a ACVR2A, typické pre kolorektalne nadory s MSI. Dal3ie varianty sa vyskytujd v génoch CDKN2A, EP300,
BRCA2 a PPM1D. Stabilna integracia reportéra umoznuje longitudinalne zobrazovanie ortotopickych a
subkutannych xenotransplantatov u toho istého zvierata, ¢im sa znizuje velkost kohorty a odstrariuje potreba
terminalnych koncovych bodov v kazdom ¢asovom bode. Na udrZanie transgénu pocas rutinného
rozmnoZzovania sa pouZiva selekcia puromycinom.

Tato linia sa Siroko vyuZiva v predklinickej onkoldgii, v Stidiach ucinnosti cytotoxickych a cielenych lieciv, v
modeloch metastazovania a homingu nadorov, ako aj pri vysokokapacitnom skriningu cytotoxicity, kde
luminiscenéné meranie ponuka $irsi dynamicky rozsah nez kolorimetrické testy. KedZe expresia luciferazy nie je
pod indukovatelnou kontrolou, signal informuje skor o pocte buniek a metabolickom stave nez o aktivite
Specifickej drahy, takZe zlG¢eniny, ktoré menia hladiny ATP alebo bunkovy metabolizmus, mézu ovplyvnit
luminiscenciu nezavisle od usmrcovania buniek. Na potvrdenie sa odporicaji ortogonalne testy
Zivotaschopnosti a pri interpretacii reakcii na latky poskodzujice DNA a imunomodulaéné lie¢by by sa malo
zohladnit pozadie defektu opravy nestladu v bunke HCT 116.

Ludské

Colon

Karcindm hrubého ¢reva

48 rokov

Muzi

Kaukazsky

Epitelu podobné
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Growth Adherent
properties
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Regulacné udaje

Citation HCT116-Luc (katalégové &islo Cytion 305787)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_C8WT

GMO Status GMO-S1: Tato bunkova linia obsahuje stabilne integrovanu reportérovi kazetu s luciferazou
svatojanskej musky (Luc2, s optimalizovanymi kodénmi), ktord bola zavedena prostrednictvom
lentivirusovej transdukcie bez schopnosti replikacie. Vysledna polyklonalna bunkova populacia bola
udrziavana pod selekciou puromycinom (1-5 pg/ml). Je vyZadované bezpecnostné opatrenie triedy S1.
Tato klasifikacia plati iba v Nemecku a v inych krajinach sa méze lisit.

Biomolekularne udaje

Antigen Luc2 (svetluska, s optimalizovanymi kodénmi)

expression

Mutational Mutécia: p.Lys437Argfs*5, homozygotna; Mutacia: p.Ile2675Aspfs*6, heterozygotna; Mutacia: p.Arg24Serfs*20,
profile heterozygotna; Mutdcia: p.Serd5del, heterozygotnd; Mutdcia: p.Met1470Cysfs*22, heterozygotnd; Mutacia:

p.Asn1700Thrfs*9, heterozygotna; Mutacia: p.Gly13Asp, heterozygotna; Mutacia: p.His1047Arg, heterozygotna;
Mutacia: p.Leu450Ter, heterozygotna; Mutacia: p.Lys128Serfs*35, homozygotna

Spracovanie
Culture McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukdza, w: stabilny glutamin, w: 2,0 mM pyruvat sodny, w: 2,2 g/l NaHCO3 (Cislo ¢lanku
Medium Cytion 820200a)
Supplements Doplrite médium o 10 % FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Seeding 1-3x10%/cm?
density
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Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie obnovy a
zniZenie stresu sposobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazend, pretoZe bunky sa prepravuji 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 zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzitd kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injek¢nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela 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 flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky 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
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innu 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.

Shipping

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

Conditions Na dlhodobé uchovévanie umiestnite injek¢né 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

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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