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Genel bilgi

Description

Organism
Tissue
Disease
Synonyms
Ozellikler
Age
Gender
Ethnicity
Cell type

Growth
properties

HT-29-MTX-E12, mukus salgilayan fenotiplere dogru farklilagsmayi indiikleyen bir siire¢ olan metotreksat (MTX)
ile seleksiyon yoluyla insan kolorektal adenokarsinom hiicre hatti HT29'dan tiiretilen goblet hiicre benzeri bir alt
klondur. HT29-MTX'ten gelistirilen gesitli alt klonlar arasinda E12 alt klonu, siki baglantilar ve apikal ylizeyde
onemli 6l¢lide kalin, siirekli bir mukus tabakasi ile birlesmis monolayerlerin saglam olusumu nedeniyle 6ne
¢ikmaktadir. Bu alt klon, Alcian Mavisi boyama, transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve miisin genleri MUC1
ve MUC2 ekspresyonu ile gosterildigi gibi daha yiiksek oranda olgun goblet hiicresine sahiptir. Aslinda, MUC1 ve
MUC2 mRNA seviyeleri HT-29-MTX-E12'de diger alt klonlara ve ana HT29 hiicrelerine kiyasla 6nemli 6l¢lide daha
yliksekti ve in vivo bagirsak ortamiyla karsilastirilabilir sekilde yaklasik 142 + 51 pm'lik bir mukus kalinligiyla
iliskiliydi.

islevsel olarak HT-29-MTX-E12'nin, 6zellikle lipofilik ilaglarin emiliminin degerlendirilmesinde, insan bagirsak
mukus tabakasinin bariyer 6zelliklerini modelledigi gosterilmistir. Kalin bir mukus bariyerinin varligi, mukus
icermeyen Caco-2 hiicrelerine kiyasla testosteron ve cesitli barbitiiratlar gibi lipofilik bilesiklerin goriiniir
gecirgenlik katsayilarini (Papp) 6nemli élciide azaltir. Ornegin, testosteron HT-29-MTX-E12'de Papp'de %43'liik
bir azalma gostererek mukusun ilag diflizyonu tizerindeki etkisini vurgulamistir. HT-29-MTX-E12, Caco-2
hiicrelerinden daha sizdiran bir epitel bariyerine sahip olmasina ragmen, mukus liretme kapasitesi sayesinde
fizyolojik uygunlugunu korumakta ve bu da onu bagirsak ilag emilimini ve mukusun gecirgenlik tizerindeki
etkisini arastirmak icin degerli bir in vitro model haline getirmektedir.

insan

Kolon

Kolon adenokarsinomu

HT29-MTX-E12, MTX-E12

44 yil

Kadin

Kafkas

Epitelyal

Yapisik
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Citation HT-29-MTX-E12 (Cytion katalog numarasi 305801)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_G356
Biyomolekiiler Veriler

Mutational Mutasyon: APC, Simple, p.Glu853Ter (c.2557G>T), Heterozigot (ana hiicre hattindan).Mutasyon, APC, Simple,

profile p.Thr1556Asnfs*3 (c.4666dupA) (c.4666_4667insA), Heterozigot (ana hiicre hattindan).Mutasyon, BRAF, Simple,
p.Val600Glu (c.1799T>A), Heterozigot (ana hiicre hattindan).mutasyon, PIK3CA, Basit, p.Pro449Thr (c.1345C>A),
Heterozigot (ana hiicre hattindan).mutasyon, SMAD4, Basit, p.Gln311Ter (c.931Mutasyon, TP53, Basit,
p.Arg273His (c.818G>A), Homozigot (ana hiicre hattindan).

Ellecleme
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion makale numarasi 820100a)
Medium
Supplements Ortami %10 FBS ve %1 NEAA ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent
Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiyiime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak igin kuru buz lizerinde gonderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hucreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
suipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kultur ortaminda yavasca yeniden stispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiylimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin stirekli bilylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Cozildiikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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