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Informacje ogélne

Description
HT-29-MTX-E12 to podklon komérek kubkowych uzyskany z linii komérkowej HT29 ludzkiego gruczolakoraka
jelita grubego poprzez selekcje metotreksatem (MTX), proces, ktory indukuje réznicowanie w kierunku
fenotypow wydzielajacych $luz. Sposrdd kilku podklondéw opracowanych z HT29-MTX, podklon E12 wyrdznia sie
silnym tworzeniem zwartych monowarstw ze Scistymi potaczeniami i znacznie gruba, ciagta warstwa sluzu na
powierzchni wierzchotkowej. Podklon ten charakteryzuje sie wyzszym odsetkiem dojrzatych komérek
kubkowych, co wykazano za pomoca barwienia btekitem Alciana, transmisyjnej mikroskopii elektronowej (TEM)
oraz ekspresji genéw mucyn MUC1 i MUC2. W rzeczywistosci poziomy mRNA MUC1 i MUC2 byty znacznie wyzsze
w HT-29-MTX-E12 w poréwnaniu z innymi podklonami i macierzystymi komérkami HT29, co korelowato z
gruboscia $luzu wynoszaca okoto 142 + 51 um - poréwnywalng do Srodowiska jelitowego in vivo.
Wykazano, ze funkcjonalnie HT-29-MTX-E12 modeluje wtasciwosci barierowe warstwy $luzu ludzkiego jelita,
szczegolnie w ocenie wchtaniania lekéw lipofilowych. Obecno$¢ grubej bariery sluzowej znacznie zmniejsza
pozorne wspotczynniki przepuszczalnosci (Papp) zwiazkow lipofilowych, takich jak testosteron i rézne
barbiturany, w poréwnaniu z pozbawionymi $luzu komérkami Caco-2. Na przyktad testosteron wykazat 43%
redukcje Papp w HT-29-MTX-E12, podkreslajac wptyw $luzu na dyfuzje leku. Pomimo bardziej nieszczelnej
bariery nabtonkowej niz komérki Caco-2, HT-29-MTX-E12 zachowuje znaczenie fizjologiczne dzieki zdolnosci do
produkgji $luzu, co czyni go cennym modelem in vitro do badania wchtaniania lekéw w jelitach i wptywu sluzu
na przepuszczalnosé.

Organism Cztowiek

Tissue Colon

Disease Gruczolakorak okreznicy

Synonyms HT29-MTX-E12, MTX-E12

Charakterystyka

Age 44 lata

Gender Kobieta

Ethnicity Kaukaski

Cell type Nabtonek

Growth Adherent

properties

Dane regulacyjne
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Citation HT-29-MTX-E12 (numer katalogowy Cytion 305801)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_G356
Dane biomolekularne

Mutational Mutacja: APC, Simple, p.Glu853Ter (c.2557G>T), Heterozygotyczna (z macierzystej linii komdrkowej).Mutacja,

profile APC, Simple, p.Thr1556Asnfs*3 (c.4666dupA) (c.4666_4667insA), Heterozygotyczna (z macierzystej linii
komérkowej).Mutacja, BRAF, Simple, p.Val600Glu (c.1799T>A), heterozygotyczna (z macierzystej linii
komarkowej).Mutacja, PIK3CA, Simple, p.Pro449Thr (c.1345C>A), heterozygotyczna (z macierzystej linii

).
komarkowej).Mutacja, SMAD4, Simple, p.GIn311Ter (c.931C>T), Homozygotyczna (z macierzystej linii
komorkowej).Mutacja, TP53, Simple, p.Arg273His (c.818G>A), Homozygotyczna (z macierzystej linii
komorkowej).
Obstuga
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-glutamina, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (numer artykutu Cytion 820100a)
Medium
Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS i 1% NEAA
Dissociation Accutase
Reagent
Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu
medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktdra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucic supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdow.

Incubation

or 0 s
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating
W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub

ptytek pokrytych kolagenem.

Freezing
Procedure Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych

opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pdpi::?fns Linie komodrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Niemcy
Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



