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Bunkova linia HT-29, odvodena od [udského adenokarcindmu hrubého ¢reva Il. stupna, predstavuje zakladny
vyskumny model pri Stddiu rakoviny hrubého c¢reva u ludi. Bunky HT22, odvodené z primarneho nadoru u 44-
ro¢nej Zeny v roku 1964, sa vyznamne podielali na pokroku v chapani mechanizmov adhézie alebo invazie
rakovinovych buniek. Ako ludska adenokarcinémova bunkova linia vykazuji bunky HT-29 vlastnosti, ktoré
presne napodobriuji vlastnosti zrelych ¢revnych buniek, ako st enterocyty, ¢o zd6razfiuje ich uZitocnost pri
skimani dynamiky travenia potravy a biologickej dostupnosti zivin.

Bunky HT-29 sl citlivé na konvencni chemoterapiu kolorektalneho karcinému vratane 5-fluéruracilu a
oxaliplatiny. Tato citlivost spolu s ich schopnostou exprimovat diferenciacné drahy za $pecifickych podmienok,
ako je deprivacia glukozy alebo lie¢ba induktormi, ako je butyrat, z nich robi neocenitelny model na skimanie
molekularnych mechanizmov, ktoré su zakladom diferenciacie buniek a progresie rakoviny.

Okrem toho sa bunky HT-29 vyuzivajd ako xenotransplanta¢ny model nadoru, ktory poskytuje platformu pre
Stadie in vivo, ktoré napodobriuju spravanie nadoru v ludskom tele. Toto pouzitie umozZiiuje skiimat rast
nadoru, metastazovanie a ucinnost terapeutickych latok v situaciach in vivo.

,

Celkovo je bunkova linia HT-29 kli¢ovym nastrojom v medicinskom a biologickom vyskume, ktory ulahéuje
hlbsie pochopenie ludského adenokarcinému hrubého ¢reva, molekularnej podstaty diferenciacie nadorovych
buniek a vyvoja G¢innej lie€by rakoviny.
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Urokinazovy receptor (u-PAR), vitamin D (mierna expresia), bez zistitelnej aktivity aktivatora plazminogénu.

CEA negativny, p53 pozitivny

Krvna skupina A, Rh+, HLA A1, A3, B12, B17, Cw5, CD4 -, expresia galakt6zového ceramidu na povrchu buniek
(mozny alternativny receptor pre HIV)

Me-2, 1, PGM3, 1-2, PGM1, 1-2, ES-D, 1, AK-1, 1, GLO-1, 1-2, G6PD, B, Produkt frekvencie fenotypu: 0.0230

Myc+, ras+, myb+, fos+, sis+, p53+, abl -, ros -, src -

Ano, na nahych mysiach. Tvori dobre diferencovany adenokarciném zodpovedajtici primarnemu kolénu (stuperi
1), nddory sa tvoria aj u Skreckov lie¢enych steroidmi

Virus ludskej imunitnej nedostatocnosti (HIV, LAV)

Sekrecna zlozka IgA, karcinoembryonalny antigén (CEA), protein viaZuci transformujdci rastovy faktor beta,
mucin, Nadprodukcia antigénu p53

Pocet kmeriovych chromozémov je hypertriploidny, pricom zlozka 2S sa vyskytuje na 2,4 %. Sedemnast
markerovych chromozémov sa nachadza vo vacsine metafaz, spravidla v jednej kdpii na chromozém. Oznacenia
markerov su: M1p-(=t(3p-,?) s odstranenym kratkym ramenom), t(7q,?), t(10qg,?), i(13q), 19g+a. M6, ?t(8q9,99-),
2xp, M9, 6g+, t(13,?)a, t(13,?)b, 19g+b, M14, M15, 15p+ a xq-. Chromozém 13 je nullizomicky a chromozémy 8 a 14
s vo vSeobecnosti monozomické. Analyzou pasov QM sa nezistil Ziadny chromozém Y.
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EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion ¢islo ¢lanku 820100a)

Dopliite médium o 10% FBS a 1% NEAA

Accutase

24 hodin

Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZzite 5 - 10 ml. Potom bunky Uplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

3x10% buniek/cm2

2 a7 3-krat tyzdenne

Pomaly, bunky potrebujui priblizne 48 hodin na usadenie a prilnutie.

Ako kryokonzervaéné médium pouZivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a

zniZenie stresu sposobeného kryo.
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Thawing and

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. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

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

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

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd 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.
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z::‘pd':;lt?ogns 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 / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.

Alely HLA A*:'01:01:01, '24:03:01
B*:'35:01:01, '44:03:01
C*:'04:01:01
DRB1*:'04:02:01,'07:01:01
DQA1*:'02:01:01, '03:01:01
DQB1*:'02:02:01, '03:02:01
DPB1*:'04:01:01
E:'01:01,'01:03

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Nemecko 5
Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



