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Altalanos informaciok

Description
A HT-29-MTX-E12 a HT29 human kolorektalis adenokarcindma sejtvonalbdl metotrexattal (MTX) torténd
szelekcidval nyert gobletsejt-szeri szubklon, amely folyamat nyalkakivalaszto fenotipus felé torténd
differencialodast indukal. A HT29-MTX-bdl kifejlesztett szamos szubklén koziil az E12 szubklén kiemelkedik
azzal, hogy robusztusan képez konfluens monoréteget, szoros kotésekkel és jelent6sen vastag, folyamatos
nyalkaréteggel az apikalis feliileten. Ebben az alklonban nagyobb az érett pokhaldsejtek aranya, amint azt az
Alcian Blue festés, a transzmisszids elektronmikroszkdpia (TEM) és a MUC1 és MUC2 mucin gének expresszidja
mutatja. Valéjaban a MUC1 és MUC2 mRNS-szintek [ényegesen magasabbak voltak a HT-29-MTX-E12-ben a tobbi
alklénhoz és a HT29 sziilésejtekhez képest, ami korrelal a koriilbeliil 142 + 51 um-es nyalkahartya vastagsaggal -
ami 6sszehasonlithatd az in vivo bélkérnyezettel.
Funkcionalisan a HT-29-MTX-E12 a human bélnyalkahartya barrier tulajdonsagait modellezi, kiilonosen a lipofil
gyogyszerek felszivodasanak értékelésében. A vastag nyalkahartya jelenléte jelentésen csokkenti a lipofil
vegyiletek, példaul a tesztoszteron és a kiilonb6z6 barbituratok latszélagos permeabilitasi egyiitthatdit (Papp)
a nyalkamentes Caco-2 sejtekhez képest. Példaul a tesztoszteron esetében a HT-29-MTX-E12 sejtekben a Papp
43%-kal csokkent, ami ravilagit a nyalkahartya gyégyszerdiffiziora gyakorolt hatasara. Annak ellenére, hogy a
HT-29-MTX-E12 sejtek a Caco-2 sejteknél lyukasabb hamgatat képeznek, nyalkatermeld képessége révén
fiziologiai jelentéségét megdrzi, igy értékes in vitro modellé valik a bélrendszeri gydgyszerfelszivodas és a
nyalkanak a permeabilitasra gyakorolt hatasanak vizsgalatara.

Organism Emberi

Tissue Vastagbél

Disease Vastagbél adenokarcinéma

Synonyms HT29-MTX-E12, MTX-E12

Jellemzok

Age 44 év

Gender NGi

Ethnicity Kaukazusi

Cell type Epithelialis

Growth Adherent

properties

Szabalyozasi adatok
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Citation HT-29-MTX-E12 (Cytion katalégusszam: 305801)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_G356
Biomolekularis adatok

Mutational Mutécio: Mutacid, APC, Simple, p.Thr1556Asnfs*3 (c.4666dupA) (c.4666_4667insA), Heterozigota (szul6i

profile sejtvonalbdl) Mutécid, BRAF, Simple, p.Val600Glu (c.1799, c.2557G>T)T>A), Heterozig6ta (sziilSi
sejtvonalbdl).Mutacid, PIK3CA, Simple, p.Pro449Thr (c.1345C>A), Heterozigdta (szulGi sejtvonalbdl).Mutacio,
SMAD4, Simple, p.GIn311Ter (c.931A>A), Heterozigota (sziil6i sejtvonalbdl).Mutacié, SMAD4, Simple, p.GIn311Ter
(€.931C>T), homozigdta (szlilGi sejtvonalbdl).Mutacid, TP53, Simple, p.Arg273His (c.818G>A), homozigdta (szilGi
sejtvonalbdl).

A kezelése

Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion cikkszam: 820100a)
Medium

Supplements Ataptalajt 10% FBS-szel és 1% NEAA-val kell kiegésziteni

Dissociation Accutase

Reagent

Freeze Krioprezervald taptalajként teljes névekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a
medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely

optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Ellenérizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megé6rzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcios liveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomé nem marad.

4. Az Osszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fert6tlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-0s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkolcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ parasitott légkor.

Flask Coating
A felolvasztas utani optimalis kotdés és életképesség érdekében kollagénnel bevont lombikok vagy lemezek

hasznalatat javasoljuk.

Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,

hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.
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Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfelels tarolohelyre.

Storage

Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, koriilbelil -150 és -196 °C

koz6tti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhatd el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezédést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapi mikoplazma-
kimutatasi mddszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezGdés elkerlilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellenérzésnek vetik ala.
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