7 Cytion

HT-29-MTX-E12

305801

GENEL BILGILER

Aciklama

HT-29-MTX-E12, mukus salgilayan fenotiplere dogru farklilasmayi indiikleyen bir siire¢ olan metotreksat (MTX) ile seleksiyon yoluyla insan

kolorektal adenokarsinom huicre hatti HT29'dan turetilen goblet hiicre benzeri bir alt klondur. HT29-MTX'ten gelistirilen ¢esitli alt klonlar

arasinda E12 alt klonu, siki baglantilar ve apikal yuzeyde 6nemli 6lgtide kalin, strekli bir mukus tabakasi ile birlesmis monolayerlerin saglam
olusumu nedeniyle 6ne ¢cikmaktadir. Bu alt klon, Alcian Mavisi boyama, transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve miisin genleri MUC1 ve

MUC2'nin 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 élgtide daha yiiksekti ve in vivo bagdirsak ortamiyla
karsilastirilabilir sekilde yaklasik 142 + 51 pm'lik bir mukus kalinhgiyla iliskiliydi.

islevsel olarak HT-29-MTX-E12'nin, 6zellikle lipofilik ilaglarin emiliminin degerlendiriimesinde, insan bagirsak mukus tabakasinin bariyer

ozelliklerini modelledigi gosterilmistir. Kalin bir mukus bariyerinin varligi, mukus icermeyen Caco-2 hiicrelerine kiyasla testosteron ve cesitli
barbituratlar gibi lipofilik bilesiklerin gériinir gegirgenlik katsayilarini (Papp) énemli 6lgtide azaltir. Ornegin, testosteron HT-29-MTX-E12'de
Papp'de %43'lik bir azalma gostererek mukusun ilag difiizyonu Gizerindeki etkisini vurgulamistir. HT-29-MTX-E12, Caco-2 hicrelerinden daha

sizdiran bir epitel bariyerine sahip olmasina ragmen, mukus retme kapasitesi sayesinde fizyolojik uygunlugunu korumakta ve bu da onu

bagirsak ila¢ emilimini ve mukusun gegirgenlik Gzerindeki etkisini arastirmak igin degerli bir in vitro model haline getirmektedir.
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iFADE VE DUYARLILIK

Mutasyon profili

Mutasyon: APC, Simple, p.Glu853Ter (c.2557G>T), Heterozigot (ana hiicre hattindan).Mutasyon, APC, Simple, p.Thr1556Asnfs*3
(c.4666dupA) (c.4666_4667insA), Heterozigot (ana hiicre hattindan).Mutasyon, BRAF, Simple, p.Val600Glu (c.1799T>A), Heterozigot (ana
hucre hattindan).mutasyon, PIK3CA, Basit, p.Pro449Thr (c.1345C>A), Heterozigot (ana hiicre hattindan).mutasyon, SMAD4, Basit,
p.GIn311Ter (c.931Mutasyon, TP53, Basit, p.Arg273His (c.818G>A), Homozigot (ana hiicre hattindan).

ISLEME VE YETISTIRME

Besiyeri
EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion makale numarasi 820100a)

Kulucka ortami 37°C, %5C02, nemlendirilmis atmosfer.

Takviyeler
Ortami %10 FBS ve %1 NEAA ile takviye edin

Ayristirma reaktifi Accutase

Cozme ve kiiltiirleme

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

KALITE KONTROL VE KRIYOPREZERVASYON

Kisirhk

Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanl tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak igin hiicre kilturleri gunliik gérsel incelemelere tabi tutulur.

Dondurma ortami Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢zilme sonrasi canlilik i¢in tam buyime ortami
(FBS dahil) + %10 DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-induklenmis stresi azaltmak icin
optimize edilmis ozmoprotektanlar ve metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog
numarasi 800100) kullaniyoruz.

Saklama kosullari

Uzun sureli muhafaza icin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazl sivi nitrojen igine yerlestirin. 80 °C'de saklama yalnizca sivi
nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Nakliye kosullar

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

BAGISCI
Bagiscinin yasi 44 yil
Etnik koken Kafkas
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YASAL VE GUVENLIK

Giivenlik 6nlemleri
ileride ¢dzdirmek tizere sivi nitrojen icinde bir kriyoviyal saklamayi planlarken, siki giivenlik énlemlerine uymak zorunludur. Uygun koruyucu
eldivenler ve giysiler sarttir ve dondurulmus numunelerin sivi nitrojen tankina veya tanktan transferi sirasinda yiiz maskesi veya koruyucu

gozluk kullanilmasi gerekir. Bu, ¢ikarma sirasinda keskin parcgalarin firlamasina neden olabilecek potansiyel kriyoviyal patlamalardan
kaynaklanan yaralanma riskini azaltmak igindir.

Yasal Uyari

Hucrelerimiz yalnizca in vitro laboratuvar arastirma amaglari icin saglanmistir ve klinik veya tanisal kullanim icin tasarlanmamistir, insanlara
uygulanmayacak veya veterinerlik amagclari igin kullaniimayacaktir. Kullanicilar, bu hiicrelerin bir arastirma ortaminda islenmesi ve
kullaniimasina yonelik tim gecerli yonergelere ve diizenlemelere uymalidir.

Garanti

Cytion olarak Urlnlerimizin kalitesinin ve canliliginin arkasindayiz.

Hucrelerimizin, tesislerimizden sevkiyattan sonra 60 giin boyunca kultiriin baslangicinda canli olacagini garanti ediyoruz.
Tim malzemelerin Analiz Sertifikasi ve/veya Uriin Sayfasinda agiklanan 6zelliklere uygun oldugunu garanti ediyoruz
Tum ayrintilar igin lutfen <a href=""/Who-we-are/Warranty/"" hreflang=""x-default"">Garanti Beyanimiza bakin

Malzeme Transfer Anlasmasi gereklidir  Yes
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