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Bunky HCT-15 pochadzajl z adenokarcindmu hrubého creva 44-roéného muza kaukazskej rasy. Tato bunkova
linia, vyvinuta zaciatkom 70. rokov 20. storocia, sa Siroko vyuZiva v oblasti vyskumu rakoviny, najma na
skimanie bioldgie a liecby kolorektalneho karcinému.

Morfologicky sa bunky HCT-15 vyznacuju epitelovym vzhladom s tendenciou rast ako monovrstva aj v zhlukoch,
pri¢om vykazuji znacnt bunkovu heterogenitu. Tato vlastnost odraza ré6znorodé bunkové prostredie
vyskytujlce sa v solidnych nadoroch, vdaka ¢omu je HCT-15 cennym modelom na $tddium dynamiky nadoru a
bunkovych interakcii v rdmci nadorového mikroprostredia.

Genotypovo bunky HCT-15 vykazuju hyperdiploidny karyotyp s mnohymi chromozomalnymi aberaciami, ktoré
su typické pre mnohé kolorektalne karcindmy. Patria medzi ne mutacie v klic¢ovych onkogénoch a nadorovych
supresorovych génoch, ako st mutacie v géne KRAS a delécie ovplyvriujlce drahu p53, ktoré sa podielaju na
patogenéze a progresii kolorektalneho karcindmu. Vdaka tymto genetickym vlastnostiam si bunky HCT-15
klu¢ovym nastrojom na skimanie genetickych a molekularnych mechanizmov spojenych s progresiou rakoviny,
metastazovanim a rezistenciou na terapiu.

Siroké vyuzitie buniek HCT-15 vo vyskume viedlo k vyznamnym poznatkom o molekuldrnych dréhach
suvisiacich s kolorektalnym karcindmom, ¢o zlepsilo nase chapanie mechanizmov ochorenia a pomohlo pri
vyvoji cielenych terapii.
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Citation

HCT-15 (katalogové Cislo Cytion 300229)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_0292
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Bunky su pozitivne na keratin na zaklade imunoperoxidazového farbenia.

Na nahych mysiach

Reverzna transkriptaza negativna

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820700a)

Doplrite médium o 10 % FBS

Accutase

15 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 pouZite 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 inkubdacii jemne premiesajte 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.

1a32 x 104 Puniek ;2

2 a7 3-krat tyzdenne
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Post-Thaw Rychle

Recovery

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 spolo¢nosti

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

Thawing and

rin e . _ . ‘ .
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 okamzZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzit4 kultivacia.

3. Vpripade okamtzitej 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
seklnd, 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
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 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.

Flask Coating Ziadne
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Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
ostatocnym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne - pocas celej prepravy. Po prijati ihne

d ény z hladi drzani [ iblizne -78 °C poc lej Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji 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.

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 zaloZenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizuélne kontrolujd.
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