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Informacje ogélne

Description
HT55 to ludzka linia komérkowa gruczolakoraka odbytnicy, wyhodowana z pierwotnego guza odbytnicy 54-
letniej kobiety rasy kaukaskiej. Linia ta rozwija sie w postaci przylegajacej monowarstwy o morfologii
przypominajacej nabtonek. HT55 nosi liczne heterozygotyczne i homozygotyczne mutacje powodujace utrate
funkcji w genie supresorowym nowotworéw APC (adenomatous polyposis coli), w tym p.GIn1131Ter,
p.Gln1303Ter, p.Argl463Ser, p.Asn581Tyr i p.Lys241Ter (wszystkie heterozygotyczne), a takze homozygotyczna
substytucje p.Arg213Leu. Ten profil mutacji sprawia, ze HT55 jest biologicznie istotnym modelem
karcynogenezy jelita grubego wywotanej przez gen APC, odzwierciedlajacym zaburzenia kanonicznego szlaku
WNT, ktdre sa przyczyna wiekszosci nowotwordw jelita grubego u ludzi.
Linia HT55 jest szeroko stosowana w badaniach nad rakiem jelita grubego w zakresie sygnalizacji WNT/[3-
kateniny, funkcji supresora nowotworowego APC, wrazliwosci i opornosci na leki oraz przedklinicznej oceny
lekow celowanych skierowanych przeciwko sktadnikom szlaku WNT. Linia ta nadaje sie do testéw
farmakologicznych in vitro oraz badan na przeszczepach heterogenicznych w modelach myszy z obnizona
odpornoscia, zapewniajac przylegajaca, tatwa w obstudze platforme in vitro do badan mechanistycznych i
translacyjnych nad rakiem jelita grubego. Obecnos¢ wielu mutacji skracajacych gen APC sprawia, ze linia HT55
jest reprezentatywna dla podtypu raka jelita grubego o stabilnosci mikrosatelitarnej i niestabilnosci
chromosomowej, ktory czesto wynika z utraty funkcji genu APC.

Organism Cztowiek

Tissue Odbytnica

Disease Gruczolakorak

Applications Badania nad rakiem jelita grubego; badania nad szlakiem WNT/APC; badania wrazliwosci i opornosci na leki;
onkologia przedkliniczna; modele przeszczepdw heterogenicznych; ocena terapii celowanych

Synonyms HT55

Charakterystyka

Age 54 lata

Gender Kobieta

Ethnicity Kaukaski

Morphology Podobny do nabtonka

Cell type Komorki nabtonkowe
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Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne

Citation HT55 (numer katalogowy Cytion 305018)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1294

Dane biomolekularne

Mutational Mutacja: p.GIn1131Ter, heterozygotyczna; Mutacja: p.Gln1303Ter, heterozygotyczna; Mutacja: p.Argl463Ser,
profile heterozygotyczna; Mutacja: p.Asn581Tyr, heterozygotyczna; Mutacja: p.Lys241Ter, heterozygotyczna; Mutacja:
p.Arg213Leu, homozygotyczna

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
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 28 godzin

Subculturing Usunac stare podtoze z przylegajacych komorek i przeptukac je roztworem PBS bez wapnia i magnezu. W
przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml roztworu PBS, a w przypadku kolb T75 - 5-10 ml. Nastepnie catkowicie
zalej komorki preparatem Accutase, uzywajac 1-2 ml w przypadku kolb T25i 2,5 ml w przypadku kolb T75.
Pozostaw komorki do inkubacji w temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji
delikatnie wymieszaj komorki z 10 ml pozywki w celu ich ponownego zawieszenia, a nastepnie odwirowaj przy
300xg przez 3 minuty. Odrzu¢ supernatant, zawiesi¢ komorki w Swiezej pozywce i przenies je do nowych kolb, w
ktérych znajduje sie juz Swieza pozywka.

Split ratio od1ldo5
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Seeding 1do3x10% komérek/cmz

density

Fluid renewal Co2do3dni

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), ktéra

zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.

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 zapewni¢
zachowanie integralnosci komorek, 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 woda 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 otworzy¢ zdezynfekowana fiolke i przenie$¢ zawiesing komdrek do 15 ml probowki
wiréwkowej 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
odrzucié supernatant zawierajgcy pozostatosci pozywki do zamrazania.

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

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciggtego wzrostu i utrzymania linii komérkowej,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdw.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ nawilzona atmosfera.
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z::‘pd':;lt?ogns 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 przenie$¢ 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 i analiza molekularna
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