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HT-29-MTX-E12 je subklén podobny poharikovym bunkam odvodeny z bunkovej linie ludského kolorektalneho
adenokarcindmu HT29 selekciou pomocou metotrexatu (MTX), €o je proces, ktory indukuje diferenciaciu
smerom k fenotypom vylu€ujtcim hlien. Spomedzi niekolkych subklonov vyvinutych z HT29-MTX vynika subklon
E12 svojou robustnou tvorbou splyvajicich monovrstiev s tesnymi spojmi a vyrazne hrubou, stvislou vrstvou
hlienu na apikalnom povrchu. Tento subklén sa vyznacuje vyssim podielom zrelych poharikovych buniek, ¢o sa
preukazalo farbenim alcidnovou modrou, transmisnou elektrénovou mikroskopiou (TEM) a expresiou
mucinovych génov MUC1 a MUC2. Hladiny mRNA MUCL1 a MUC2 boli v skutocnosti podstatne vyssie v HT-29-MTX-
E12 v porovnani s ostatnymi subklonmi a materskymi bunkami HT29, ¢o korelovalo s hribkou hlienu priblizne
142 + 51 um - porovnatelnou s ¢revnym prostredim in vivo.

Z funkéného hladiska sa ukazalo, Ze HT-29-MTX-E12 modeluje bariérové vlastnosti vrstvy ludského ¢revného
hlienu, najma pri hodnoteni absorpcie lipofilnych lie¢iv. Pritomnost hrubej hlienovej bariéry vyznamne znizuje
koeficienty zdanlivej permeability (Papp) lipofilnych zlicenin, ako su testosteron a rézne barbituraty, v
porovnani s bunkami Caco-2 bez hlienu. Napriklad testosterdn vykazoval 43 % zniZenie Papp v HT-29-MTX-E12,
¢o poukazuje na vplyv hlienu na difdziu lieciva. Napriek tomu, Ze HT-29-MTX-E12 ma nepriepustnejSiu epitelovd
bariéru ako bunky Caco-2, zachovava si fyziologicky vyznam vdaka svojej schopnosti produkovat hlien, ¢o z nej
robi cenny in vitro model na skiimanie absorpcie lie¢iv v ¢reve a vplyvu hlienu na permeabilitu.
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Citation HT-29-MTX-E12 (katalégové &islo Cytion 305801)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_G356
Biomolekularne udaje

Mutational Mutdcia: Mutacia, APC, Simple, p.Glu853Ter (c.2557G>T), heterozygotna (z materskej bunkovej linie).Mutacia,

profile APC, Simple, p.Thr1556Asnfs*3 (c.4666dupA) (c.4666_4667insA), heterozygotna (z materskej bunkovej
linie).Mutacia, BRAF, Simple, p.Val600Glu (c.1799T>A), heterozygotna (z materskej bunkovej linie). mutacia,
PIK3CA, jednoducha, p.Pro449Thr (c.1345C>A), heterozygotna (z materskej bunkovej linie). mutacia, SMAD4,
jednoducha, p.GIln311Ter (c.931Mutacia, TP53, Simple, p.Arg273His (c.818G>A), Homozygotna (z materskej
bunkovej linie).

Spracovanie

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

Medium

Supplements Doplrite médium o 10% FBS a 1% NEAA

Dissociation Accutase

Reagent

Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na
suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. VSetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili Gc¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

o £o " ,
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

Ziadne

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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