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Bendra informacija

Description
HT-29-MTX-E12 yra j taurelés tipo lasteles panasus subklonas, gautas i$ Zmogaus storosios Zarnos
adenokarcinomos lasteliy linijos HT29, atrenkant jg metotreksatu (MTX), kuris paskatina diferenciacija j gleives
iSskiriantj fenotipa. IS keliy sublony, sukurty iS HT29-MTX, E12 sublonas iSsiskiria tuo, kad jis tvirtai formuoja
susiliejancius monosluoksnius su glaudziomis jungtimis ir labai storu, istisiniu gleiviy sluoksniu virStniniame
paviriuje. Sis subklonas pasizymi didesne subrendusiy taureliniy lasteliy dalimi, kaip rodo Alcian Blue dazymas,
transmisiné elektroniné mikroskopija (TEM) ir mucino geny MUC1 ir MUC2 raiska. IS tikryjy MUCL ir MUC2 mRNA
kiekis HT-29-MTX-E12 buvo gerokai didesnis, palyginti su kitais subklonais ir motininémis HT29 lastelémis, o tai
atitinka mazdaug 142 + 51 um gleiviy storj, kuris atitinka in vivo Zarnyno aplinka.
Nustatyta, kad HT-29-MTX-E12 funkciniu pozitriu galima modeliuoti Zmogaus Zarnyno gleiviy sluoksnio
barjerines savybes, ypac vertinant lipofiliniy vaisty absorbcija. Esant storam gleiviy barjerui, gerokai sumazéja
lipofiliniy junginiuy, tokiy kaip testosteronas ir jvairs barbitdratai, tariamo pralaidumo koeficientai (Papp),
palyginti su Caco-2 lastelémis be gleiviy. PavyzdZiui, testosterono Papp HT-29-MTX-E12 kloduose sumazéjo 43
%, todél akivaizdu, kad gleivés turi jtakos vaisty sklaidai. Nepaisant to, kad HT-29-MTX-E12 epitelio barjeras yra
nesandaresnis nei Caco-2 lasteliy, HT-29-MTX-E12 iSlaiko fiziologine svarba dél savo gebéjimo gaminti gleives,
todél tai yra vertingas in vitro modelis tiriant vaisty absorbcija i$ Zarnyno ir gleiviy jtaka pralaidumui.

Organism Zmogus

Tissue Storosios Zarnos

Disease Storosios Zarnos adenokarcinoma

Synonyms HT29-MTX-E12, MTX-E12

Charakteristikos

Age 44 metai

Gender Moteris

Ethnicity Kaukazieciy

Cell type Epitelis

Growth Prigludes

properties

Reguliavimo duomenys
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HT-29-MTX-E12 (Cytion katalogo numeris 305801)

9606

CellosaurusAccession CVCL_G356

Biomolekuliniai duomenys

Mutational Mutacija: Mutacija, APC, paprasta, p.Glu853Ter (c.2557G>T), heterozigotiné (iS motininés lasteliy linijos).

profile mutacija, APC, paprasta, p.Thr1556Asnfs*3 (c.4666dupA) (c.4666_4667insA), heterozigotiné (iS motininés lasteliy
linijos) T>A), heterozigotiné (is motininés lasteliy linijos).Mutacija, PIK3CA, paprasta, p.Pro449Thr (c.1345C>A),
heterozigotiné (iS motininés lasteliy linijos).Mutacija, SMAD4, paprasta, p.GIn311Ter (c.931C>T), homozigotiné
(iS tévineés lasteliy linijos).Mutacija, TP53, paprasta, p.Arg273His (c.818G>A), homozigotiné (iS tévinés lasteliy
linijos).

Tvarkymas

Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutaminas, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion gaminio numeris 820100a)

Medium

Supplements Papildykite terpe 10 % FBS ir 1 % NEAA

Dissociation Accutase

Reagent

Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiSka augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO, kad buty uztikrintas

medium tinkamas gyvybingumas po atsildymo, arba CM-1 (Cytion katalogo numeris 800100), kurioje yra optimizuoty
osmoprotektoriy ir medziagy apykaitos stabilizatoriy, kad bty pagerintas atsigavimas ir sumazintas
kriokonservavimo sukeltas stresas.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uzsaldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu biity palaikoma optimali temperatira.

2. Gave is karto laikykite kriovialg Zemesnéje nei -150 °C temperatiroje, kad uztikrintuméte lasteliy
vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

3. Jeinorite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindami jj j 37 °C temperatiros
vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

4. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
mégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatiiros mitybinés terpés, atsargiai iSmaisSykite.

6. Misinj centrifuguokite 300 x g greiciu 3 minutes, kad atsiskirty lastelés, ir atsargiai iSmeskite
supernatantg su Saldymo terpés likuciais.

7. Svelniai resuspenduokite lasteliy granules 10 ml SvieZios mitybinés terpés. Jei lastelés yra prigludusios,
suspensija padalykite j dvi T25 kolbas; jei tai suspensinés kultiiros, visa terpe perkelkite j vieng T25
kolba, kad paskatintuméte veiksminga lasteliy saveika ir augima.

8. Laikykités nustatyty subkultiiry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir bty palaikoma, taip
uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y drékintoje atmosferoje.

Flask Coating
Kad po atSildymo bty uztikrintas optimalus prisitvirtinimas ir gyvybingumas, rekomenduojame naudoti

kolagenu dengtas kolbas arba ploksteles.

Freezing
Procedure Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu

kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzZiurékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.
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Shipping

Conditions Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu buty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami ja apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Storage

Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skysta azota mazdaug -150-196 °C temperatiroje.

Laikymas -80 °C temperatiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé / Genetinis profilis / HLA

Sterility
Mikoplazmos uzterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos
aptikimo metodus.
Siekiant uztikrinti, kad nebuty uzterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielémis, lasteliy kultiiros kasdien vizualiai
tikrinamos.
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