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Bendra informacija

Description

Organism

Tissue

Disease

Applications

Synonyms

HT55 - tai Zmogaus tiesiosios Zarnos adenokarcinomos lasteliy linija, iSskirta iS 54 mety amziaus kaukazietés
pirminio tiesiosios Zarnos naviko. Si linija auga kaip prisitvirtines monosluoksnis, pasiZzymintis epitelio tipo
morfologija, ir yra uzregistruota ,,Cellosaurus“ duomeny bazéje kaip CVCL_1294. HT55 turi daug heterozigotiniy
ir homozigotiniy funkcijos praradimo mutacijy APC (adenomatozinés polipozés) naviko slopinanciame gene,
jskaitant p.GIn1131Ter, p.GIn1303Ter, p.Argl463Ser, p.Asn581Tyr ir p.Lys241Ter (visos heterozigotinés), taip pat
homozigotine p.Arg213Leu substitucija. Sis mutacijy profilis daro HT55 biologiniu poZitriu aktualiu APC
reguliuojamos kolorektalinés karcinogenezés modeliu, atspindinciu kanoninio WNT signalo kelio disreguliacija,
kuri lemia dauguma Zmogaus kolorektaliniy véziy.

HT55 pladiai naudojama kolorektalinio véZio tyrimuose, skirtuose WNT/B-katenino signalizacijos, APC naviko
slopintojo funkcijos, jautrumo vaistams ir atsparumo jiems tyrimams, taip pat tikslinio poveikio preparaty,
nukreipty prie§ WNT signalo kelio komponentus, ikiklinikiniam vertinimui. Si linija tinka in vitro
farmakologiniams tyrimams ir ksenotransplantaty tyrimams imunokompromituotuose peliy modeliuose,
suteikdama adhezyvia, lengvai valdoma in vitro platforma mechanistiniams ir translaciniams kolorektalinio
vézio tyrimams. Dél daugybés APC trunkaciy mutacijy HT55 yra tipiSkas mikrosatelity atZvilgiu stabilaus, bet
chromosomy atZvilgiu nestabilaus storosios Zarnos vézio potipio, kurj daZniausiai lemia APC funkcijos
praradimas, pavyzdys.

HT55 linija auginama EMEM terpéje (MEM Eagle, 2 mM L-glutamino, 2,2 g/l NaHCO,, EBSS; ,,Cytion“ prekés
numeris 820100a), papildytame 10 % FBS, 37 °C temperatiroje drégnoje aplinkoje su 5 % CO,. Lastelés
perauginamos naudojant ,Accutase“, kai jos uzpildo mazdaug 80-90 % pavirSiaus, rekomenduojamas
padalijimo santykis yra 1:3-1:5, o paséjimo tankis - 1-3 x 10* [gsteliy/cm? Terpé keic¢iama kas 2-3 dienas.
Lasteliy skaiciaus padvigubéjimo laikas yra mazdaug 28 valandos.

Zmogus

Tiesioji zarna

Adenokarcinoma

Kolorektalinio véZio tyrimai; WNT/APC signalo kelio tyrimai; vaisty jautrumo ir atsparumo tyrimai; ikiklinikiné
onkologija; ksenotransplantacijos modeliai; tikslinés terapijos vertinimas

HT55

Charakteristikos

Age

Gender

Ethnicity

54 metai

Moteris

Kaukazieciy
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Morphology

Cell type

Growth
properties

] epitelj panasus

Epitelio lastelés

Prigludes

Reguliavimo duomenys

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HT55 (Cytion katalogo numeris 305018)

9606

CellosaurusAccession CVCL_1294

Biomolekuliniai duomenys

Mutational Mutacija: p.GIln1131Ter, heterozigotiné; Mutacija: p.Gln1303Ter, heterozigotiné; Mutacija: p.Argl463Ser,

profile heterozigotiné; Mutacija: p.Asn581Tyr, heterozigotiné; Mutacija: p.Lys241Ter, heterozigotiné; Mutacija:
p.Arg213Leu, homozigoté

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

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 28 valandos

Subculturing Pasalinkite sena terpe nuo prisitvirtinusiy lasteliy ir nuplaukite jas PBS tirpalu be kalcio ir magnio. T25 kolboms
naudokite 3-5 ml PBS, o T75 kolboms - 5-10 ml. Tada lasteles visiskai uzpilkite ,,Accutase“ tirpalu - T25 kolboms
naudokite 1-2 ml, o T75 kolboms - 2,5 ml. Palikite lasteles inkubuoti kambario temperatiroje 8-10 minuciy, kad
jos atsiskirty. Po inkubacijos lasteles Svelniai sumaiSykite su 10 ml terpés, kad jos vél susidaryty suspensija, tada
centrifuguokite 300xg greiCiu 3 minutes. Supernatanta iSpilkite, lasteles vél suspenduokite SvieZioje terpéje ir
perkelkite j naujus kolbelius, kuriuose jau yra SvieZia terpé.
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Split ratio 1-5

Seeding 1-3x 10% [3%tles/cm?

density

Fluid renewal Kas 2-3 dienas

Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiskg augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO, kad baty 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 sumaZzintas
kriokonservavimo sukeltas stresas.

Thawing and

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

kad gabenimo metu buty palaikoma optimali temperatura.

2. Gave i$ 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 kriovialg
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
meégintuvélj, 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
supernatanta su Saldymo terpés likuciais.

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

8. Laikykités nustatyty subkultliry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir bity palaikoma, taip

uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y drékintoje atmosferoje.
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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 temperatiira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Storage

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

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

Kokybés kontrolé ir molekuliné analizé
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