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Uldine teave

Description
HT55 on inimese parasoole adenokartsinoomi rakuliin, mis on saadud 54-aastase kaukaasia paritolu naise

esmasest parasoole kasvajast. Rakuliin kasvab adhesiivse monokihina, millel on epiteelilaadne morfoloogia,
ning on registreeritud Cellosaurus-andmebaasis numbri CVCL_1294 all. HT55-s esineb mitmeid
heterosiigootseid ja homosiigootseid funktsiooni kaotust pohjustavaid mutatsioone APC (adenomatoosne
poliipoos coli) kasvajavastases geenis, sealhulgas p.GIn1131Ter, p.Gln1303Ter, p.Argl463Ser, p.Asn581Tyr ja
p.Lys241Ter (kdik heterosiigootsed), samuti homosiigootne p.Arg213Leu asendus. See mutatsiooniprofiil
muudab HT55 bioloogiliselt asjakohaseks mudeliks APC-st tingitud kolorektaalse kartsinogeneesi uurimiseks,
peegeldades kanonilise WNT-signaalitee diisregulatsiooni, mis on enamiku inimeste kolorektaalvahkide
pohjuseks.

HT55-t kasutatakse laialdaselt kolorektaalvahi uurimisel WNT/B-kateniini signaalimise, APC-i kasvajavastase
funktsiooni, ravimite tundlikkuse ja resistentsuse uurimiseks ning WNT-signaalitee komponentide vastu
suunatud ravimite prekliiniliseks hindamiseks. See liin sobib in vitro farmakoloogilisteks analiilisideks ja
ksenotransplantaadi uuringuteks immuunpuudulikkusega hiiremudelites, pakkudes adhesiivset ja hlpsasti
kasitletavat in vitro platvormi kolorektaalvahi mehhanistlikuks ja translatsiooniliseks uurimiseks. Mitmete APC-
trunkatsioonimutatsioonide olemasolu teeb HT55-st tiilipilise naite mikrosatelliitide poolest stabiilsest,
kromosoomiliselt ebastabiilsest kolorektaalvahi alatiilibist, mida tavaliselt pdhjustab APC funktsiooni kadu.

HT55-t kasvatatakse EMEM-is (MEM Eagle, w: 2 mM L-glutamiin, w: 2,2 g/l NaHCO,, w: EBSS; Cytion tootenumber
820100a), millele on lisatud 10% FBS, 37 °C juures niisutatud keskkonnas, kus CO, sisaldus on 5%. Rakke
subkultiveeritakse Accutase’i abil, kui need on umbes 80-90% konfluentsed, soovitatav jagamissuhe on 1:3 kuni
1:5 ja kiilvitihedus 1-3 x 10* rakku/cm?. Kasvukeskkonda vahetatakse iga 2-3 pdeva jarel. Kahekordistumisaeg
on umbes 28 tundi.

Organism Inimene
Tissue Rektum
Disease Adenokartsinoom

Applications Kolorektaalvahi uurimine; WNT/APC signaalitee uuringud; ravimite tundlikkuse ja resistentsuse testimine;
prekliiniline onkoloogia; ksenotransplantaadi mudelid; sihtterapia hindamine

Synonyms HT55

Omadused

Age 54 aastat
Gender Naised

Ethnicity Kaukaasia
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Morphology

Cell type

Growth
properties

Epiteelilaadsed

Epiteelirakud

Kinnipeetav

Regulatiivsed andmed

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HT55 (Cytioni katalooginumber 305018)

9606

CellosaurusAccession CVCL_1294

Biomolekulaarsed andmed

Mutational Mutatsioon: p.GIn1131Ter, heterosiigootne; Mutatsioon: p.GIn1303Ter, heterosiigootne; Mutatsioon:

profile p.Argl463Ser, heterosiligootne; Mutatsioon: p.Asn581Tyr, heterosiigootne; Mutatsioon: p.Lys241Ter,
heterosiigootne; Mutatsioon: p.Arg213Leu, homosiigootne

Tootlemine

Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamiin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytioni artikli number 820100a)

Medium

Supplements Taiendada sé6tme 10% FBS-ga

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 28 tundi

Subculturing Eemaldage kinnitunud rakkudelt vana kasvukeskkond ja peske neid kaltsiumi- ja magneesiumivaba PBS-ga.
T25-kolvide puhul kasutage 3-5 ml PBS-i, T75-kolvide puhul 5-10 ml. Seejarel katke rakud taielikult
Accutase’iga, kasutades T25 kolvide puhul 1-2 mlja T75 kolvide puhul 2,5 ml. Laske rakkudel toatemperatuuril
8-10 minutit inkubeerida, et need lahti tuleksid. Parast inkubeerimist segage rakke drnalt 10 ml
kasvukeskkonnaga, et need uuesti suspendeerida, ning tsentrifuugige seejdrel 300xg juures 3 minutit. Viskage
supernatant dra, suspendeerige rakud uuesti varskes kasvukeskkonnas ja kandke need lile uutesse kolvidesse,
mis sisaldavad juba varsket kasvukeskkonda.
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Split ratio 1-5

Seeding 1 kuni 3 x 10% rakku/cm?

density

Fluid renewal Iga 2 kuni 3 p3eva tagant

Freeze Kriiosailitusvedelikusena kasutame tdielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujoulisus
medium parast sulatamist, v3i CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja

metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada taastumist ja vahendada kriiostressi.

Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jadb tarnimisel siigavkilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jaaga, et sdilitada
optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sdilitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sdilimine, voi jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke kdik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake ulejadnud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
so6tmekeskkond lihte T25 kolbi, et soodustada rakkude thusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvadrsed katsetulemused.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%c02’ niisutatud atmosfaar.
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z::‘pd':;lt?ogns Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela [ammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.
Sdilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
leviimist.
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Kvaliteedikontroll ja molekulaaranaliiiis
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