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Obecné informace

Description
ETK-1 je lidska bunécna linie intrahepatalniho cholangiokarcinomu (IHCCA), plvodné izolovana z ascitické

tekutiny dospélého pacienta se sarkomatoidnim cholangiokarcinomem. Nador, z néhoZ byla ETK-1 odvozena,
vykazoval jak tubularni adenokarcinom, tak sarkomatoidni slozky, pricemzZ bunécna linie odrazi sarkomatoidni
fenotyp. Buriky ETK-1 rostou adhezivné jako jednotna epitelialni monovrstva s dlazebkovitym vzhledem,
slozend prevazné z malych polygonalnich bunék s kulatymi az ovalnymi jadry a vyraznymi jadfinci. Buriky v
ranych pasazich vykazovaly dobu zdvojnasobeni populace priblizné 70 hodin a hyperdiploidni karyotyp s
modalnim poc¢tem chromozomd v poloviné 70. let, coZ odpovida chromozomalni nestabilité typické pro
agresivni zhoubné nadory Zlucovych cest.

Z imunofenotypického hlediska buriky ETK-1 exprimuji markery Zlu¢ového epitelu, véetné y-
glutamyltranspeptidazy (GGT), cytokeratinu 18 (CK18) a cytokeratinu 19 (CK19), coZ potvrzuje jejich
cholangioocytarni pivod. Za bazalnich podminek jsou negativni na markery asociované s hepatocyty, jako je
alfa-fetoprotein (AFP) a albumin. Buriky ETK-1 exprimuji vimentin, coZ odraZzi jejich sarkomatoidni
charakteristiky a ¢aste¢ny mezenchymalni fenotyp, zatimco neexprimuji karcinoembryonalni antigen (CEA) a
sacharidovy antigen 19-9 (CA19-9). Tento profil marker( odpovida sarkomatoidni sloZce pozorované v
primarnim nadoru a zdiraziuje rysy odpovidajici vlastnostem podobnym epitelialné-mezenchymalni transici.

ETK-1 se také pouziva jako model ke studiu bunééné plasticity a diferenciace bunécénych linii u
cholangiokarcinomu. Lé¢ba inhibitorem DNA-methyltransferazy 5-azacytidinem vyvolala morfologické a
fenotypové zmény, coz vedlo k vytvofeni odvozené bunééné linie s vlastnostmi podobnymi hepatocyttim,
vCetné exprese AFP, albuminu, integrinu al a trombopoetinu, spolu se ztratou urcitych Zlu¢ovych markerd. V
modelech s xenotransplantaty tvori nelécené buriky ETK-1 nadory odpovidajici tubularnimu adenokarcinomu
vykazujicimu duktalni fenotyp. Tyto nalezy dokazuji, Ze ETK-1 si zachovava diferenciacni plasticitu a slouZi jako
cenny in vitro systém pro zkoumani transdiferenciace Zlu¢ového epitelu na hepatocyty, epigenetické regulace a
nadorové heterogenity u intrahepatalniho cholangiokarcinomu.

Organism Clovék

Tissue Metastatické
Disease Cholangiokarcinom
Metastatic site  Ascites
Synonyms ETK1

Charakteristika

Age 61 let

Gender Zeny
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Ethnicity

Growth
properties

Regulaéni udaje
Citation
Biosafety level

NCBI_TaxID

Japonsky

Adherentni

ETK-1 (katalogové Cislo Cytion 305529)

9606

CellosaurusAccession CVCL_1206

Biomolekularni data

Mutational
profile

Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Mutace: p.Argl75His, homozygotni

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)

Doplrite médium o 10% FBS

Accutase, 5 min., 37 °C

Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
banky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné& promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

4
1az3x10 bunék/cm?

2 az 3krat tydné
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Post-Thaw Po rozmrazeni naneste bufiky v mnoZstvi 5 x 10% bun&k/cm? a nechte je alespon 24 hodin zotavit se z procesu
Recovery zmrazeni a pfilnout.

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium + 10% DMSO pro zajisténi dostatecné
medium Zivotaschopnosti po rozmrazeni.

Thawing and

Culturing Cells

1. Ovérte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni bud okamZité uloZte kryovialku pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamZita kultivace.

3. Pro okamZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponorenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvic¢ku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 200 x g po dobu 5 minut, supernatant obsahujici mrazici médium opatrné
zlikvidujte.

7. Postupujte podle postupu popsaného v ¢asti Obnova po rozmrazeni

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%y zvlh€ena atmosfeéra.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA
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