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HCT-15 rakud on saadud 44-aastase kaukaasia mehe kaarsoole adenokartsinoomist. Seda 1970. aastate alguses
vdlja todtatud rakuliini kasutatakse laialdaselt vahiuuringute valdkonnas, eelkdige jamesoolevahi bioloogia ja
ravi uurimiseks.

Morfoloogiliselt iseloomustab HCT-15 rakke epiteelilaadne valimus, millel on kalduvus kasvada nii monokihina
kui ka klastritena, ilmutades markimisvaarset rakkude heterogeensust. See omadus peegeldab soliidsetes
kasvajates esinevat mitmekesist rakukeskkonda, mistottu HCT-15 on vaartuslik mudel kasvajate diinaamika ja
rakkude vastastikmdju uurimiseks kasvajate mikrokeskkonnas.

Genottiibiliselt on HCT-15 rakkudel hiiperdiploidne kariotiilip koos mitmete kromosoomaberratsioonidega,
mis on tutipiline paljudele kolorektaalsetele vahivormidele. Nende hulka kuuluvad mutatsioonid peamistes
onkogeenides ja kasvajasupressorgeenides, nditeks KRAS-geeni mutatsioonid ja deletsioonid, mis mojutavad
p53 rada, mis on seotud kolorektaalvahi patogeneesi ja progresseerumisega. Need geneetilised tunnused
teevad HCT-15 rakud oluliseks vahendiks vahi progresseerumise, metastaaside tekke ja raviresistentsusega
seotud geneetiliste ja molekulaarsete mehhanismide uurimisel.

HCT-15 rakkude laialdane kasutamine teadusuuringutes on andnud olulise llevaate kolorektaalvahi
molekulaarradadest, parandades meie arusaamist haiguse mehhanismidest ja aidates kaasa sihtotstarbeliste
ravimeetodite valjatootamisele.

Inimene

Kolorektaalne

Adenokartsinoom

HCT 15, HCT.15, HCT15
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Citation

HCT-15 (Cytioni katalooginumber 300229)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_0292

Biomolekulaarsed andmed
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Immuunoperoksidaasivarvimisel on rakud keratiini suhtes positiivsed.

Alasti hiirtel

Reverse transkriptaasi negatiivne

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabiilne glutamiin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytioni artikli number 820700a)

Taiendada so6tme 10% FBS-ga

Accutase

15 tundi

Eemaldage kleepunud rakkudelt vana s66tme ja peske neid PBS-ga, milles puudub kaltsium ja magneesium.
T25 kolbide puhul kasutage 3-5 ml PBS-i ja T75 kolbide puhul 5-10 ml. Seejarel katke rakud taielikult
Accutase'iga, kasutades 1-2 ml T25 kolbide puhulja 2,5 ml T75 kolbide puhul. Laske rakkudel inkubeerida 8-10
minutit toatemperatuuril, et need eralduksid. Parast inkubeerimist segage rakud ettevaatlikult 10 ml s66tmega,
et neid resuspenseerida, seejdrel tsentrifuugige 3 minutit 300xg juures. Visake supernatant ara, suspenseerige
rakud uuesti varskes keskkonnas ja viige need uutesse kolvidesse, mis sisaldavad juba varsket keskkonda.

1 kuni 2 x 10 rakku/cm2

2 kuni 3 korda nadalas
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Post-Thaw Kiire

Recovery

Freeze Kriiosdilitusvedelikusena kasutame taielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujdulisus
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 siigavkllmutatud, 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 koik 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 tdhusat koostoimet ja kasvu.

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

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ niisutatud atmosfaar.

Flask Coating Puudub

Freezing
Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt

kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvétmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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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.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pohiste analiiliside kui ka luminestsentsil pShinevate
miikoplasma tuvastamise meetodite abil.
Bakteriaalse, seene- voi pdrmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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