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Genel bilgi

Description
HCT 116-Luc, insan kolorektal karsinom hiicre hatti HCT 116’nin lusiferaz eksprese eden bir tiirevidir. Bu hat,

Photinus pyralis'ten elde edilen atesbdcegi lusiferazini kodlayan bir yapi ile puromisin direng kaseti (pac)
birlestirilerek transdiiksiyon yoluyla olusturulmustur; dolayisiyla raportor ekspresyonu, yolak bagimli degil,
konstitiitiftir. Bu nedenle biyoliiminesan sinyal, canli hiicre sayisiyla orantilidir; bu da modeli, in vivo olarak
timor ylkiiniin non-invaziv izlenmesi ve in vitro olarak hiicre canliligi ile proliferasyonunun hizli, plaka tabanli
kantifikasyonu icin uygun hale getirir.

Ana HCT 116 hatti, DNA uyumsuzluk onariminda eksiklik ile birlikte mikrosatellit instabilitesi, vahsi tip TP53 ve
neredeyse diploid bir karyotip dahil olmak tizere, bu tirevde de belirleyici 6zelliklerini korumaktadir.
Mutasyonel arka plani, KRAS p.Gly13Asp, PIK3CA p.His1047Arg, B-katenini stabilize eden ve konstititif Wnt
sinyalini tetikleyen heterozigot CTNNBL1 p.Ser45del ve MSI kolorektal tlimorlere 6zgli TGFBR2 ve ACVR2A'daki
homozigot cerceve kaymasi mutasyonlarindan olusur. CDKN2A, EP300, BRCA2 ve PPM1D genlerinde de ek
varyantlar mevcuttur. Raporlayicinin stabil entegrasyonu, ayni hayvanda ortotopik ve subkutan ksenograftlarin
uzun slreli goriintiilenmesine olanak tanir; bu da kohort boyutlarini azaltir ve her zaman noktasinda terminal
sonlanim noktalarina olan ihtiyaci ortadan kaldirir. Rutin ¢ogaltma sirasinda transgeni korumak igin puromisin
seleksiyonu kullanilir.

Bu hiicre hatti, preklinik onkolojide, sitotoksik ve hedefe yonelik ajanlarin etkinlik calismalarinda, metastaz ve
tlimor hedefleme modellerinde ve liminesan okumanin kolorimetrik testlere gore daha genis bir dinamik aralik
sundugu yiiksek verimli sitotoksisite taramalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Liiseraz ekspresyonu
induiklenebilir kontrol altinda olmadigindan, sinyal belirli bir yolakin aktivitesinden ziyade hiicre sayisini ve
metabolik durumu yansitir; bu nedenle, ATP diizeylerini veya hiicresel metabolizmayi degistiren bilesikler, hiicre
olimiinden bagimsiz olarak liminesansi etkileyebilir. Dogrulama amaciyla ortogonal canlilik testleri 6nerilir;
ayrica, DNA’ya zarar veren ajanlara ve immiinomodiilator tedavilere verilen yanitlar yorumlanirken, HCT 116
hiicrelerinin mismatch onarim eksikligi olan arka plani dikkate alinmalidir.

Organism insan

Tissue Kolon

Disease Kolon karsinomu
Ozellikler

Age 48 yil

Gender Erkek

Ethnicity Kafkas

Morphology Epitel benzeri
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Growth Yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation HCT116-Luc (Cytion katalog numarasi 305787)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_C8WT

GMO Status GMO-S1: Bu hiicre hatti, replikasyon yetenegi olmayan lentiviral transdiiksiyon yoluyla eklenen, kararli
bir sekilde entegre edilmis atesbdcegi lusiferaz raportor kasetini (Luc2, kodon optimizasyonlu) igerir.
Ortaya cikan poliklonal hiicre popiilasyonu, puromisin seleksiyonu (1-5 pg/mL) altinda muhafaza
edilmistir. S1 giivenlik sinifi gereklidir. Bu siniflandirma yalnizca Almanya igcinde gecerlidir ve baska
llkelerde farklilik gosterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Antigen Luc2 (atesbdcegi, kodon optimizasyonlu)

expression

Mutational Mutasyon: p.Lys437Argfs*5, Homozigot; Mutasyon: p.lle2675Aspfs*6, Heterozigot; Mutasyon: p.Arg24Serfs*20,
profile Heterozigot; Mutasyon: p.Ser45del, Heterozigot; Mutasyon: p.Met1470Cysfs*22, Heterozigot; Mutasyon:

p.Asn1700Thrfs*9, Heterozigot; Mutasyon: p.Gly13Asp, Heterozigot; Mutasyon: p.His1047Arg, Heterozigot;
Mutasyon: p.Leu450Ter, Heterozigot; Mutasyon: p.Lys128Serfs*35, Homozigot

Ellecleme
Culture McCoys 5a, w: 3.0 g/L Glukoz, w: stabil Glutamin, w: 2.0 mM Sodyum piruvat, w: 2.2 g/L NaHCO3 (Cytion makale
Medium numarasi 820200a)
Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent
Seeding 1-3x10%/cm?
density
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Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiytime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.

Thawing and

Culturing Cells 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde génderildiginden,

flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldinp kiiglik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tlim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice acin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kdiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Huicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
siipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler icin,
stispansiyonu iki T25 kiiltlir sisesi arasinda boliin; stispansiyon kiiltlrleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin stirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltlir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuglar elde edin.

Incubation
Atmosphere 37°C, %5 s nemlendirilmis atmosfer.

Shipping
Conditions Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen

inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Storage
Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.
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Kalite Kontrol ve Molekiiler Analiz

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liiminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiiltiirleri glinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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