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Vispariga informacija

Description
ETK-1ir cilvéka intrahepatiska holangiokarcinomas (IHCCA) Stinu linija, kas sakotnégji izveidota no pieaugusa

pacienta, kuram bija sarkomatoida holangiokarcinoma, ascita skidruma. Audzéjs, no kura tika iegita ETK-1,
uzradija gan tubularas adenokarcinomas, gan sarkomatoidas sastavdalas, un Si$tnu linija atspogulo
sarkomatoido fenotipu. ETK-1 Stinas aug adhezivi ka vienveidigs epitélija monoslanis ar brugakmens izskatu,
kas sastav galvenokart no mazam daudzstiira SGinam ar apaliem vai ovaliem kodoliem un izteiktiem nukleoliem.
Stnu agrinas pasazas populacijas dubulto$anas laiks bija aptuveni 70 stundas, un tam bija hiperdiploids
kariotips ar modalo hromosomu skaitu 70. gadu vida, kas atbilst hromosomu nestabilitatei, kas raksturiga
agresivam Zultscelu laundabigajam audzejam.

Imunofenotipiski ETK-1 Slinas ekspresé zultscelu epitélija markierus, tostarp y-glutamiltranspeptidazi (GGT),
citocheratinu 18 (CK18) un citocheratinu 19 (CK19), kas apstiprina to holangiocitaro izcelsmi. Bazes apstaklos
tam nav hepatocitu saistito markieru, pieméram, alfa-fetoproteina (AFP) un albumina. ETK-1 Stinas ekspresé
vimentinu, kas atspogulo to sarkomatoidas Tpasibas un daléji mezenhimalo fenotipu, vienlaikus neekspreséjot
karcinoembrionalo antigénu (CEA) un oglhidratu antigénu 19-9 (CA19-9). Sis markieru profils atbilst
sarkomatoidajai komponentei, kas noverota primaraja audzéja, un izcel pazimes, kas atbilst epitélija-
mezenhimas parejas lidzigam Tpasibam.

ETK-1irizmantota art ka modelis, lai pétitu Stinu plastiskumu un ciltskoka diferenciaciju holangiokarcinoma.
Arstésana ar DNS metiltransferazes inhibitoru 5-azacitidinu izraisija morfologiskas un fenotipiskas izmainas, ka
rezultata tika iegiita atvasinata Stinu linija ar hepatocitu lidzZigam pazimém, tostarp AFP, albumina, integrina al
un trombopoetina ekspresiju, ka art noteiktu zultscelu markieru zudumu. Ksenotransplantatu modelos
nearstétas ETK-1 iinas veido audzéjus, kas atbilst tubularajai adenokarcinomai ar duktalu fenotipu. Sie
rezultati liecina, ka ETK-1 saglaba diferenciacijas plastiskumu un kalpo ka vértiga in vitro sistéma, lai pétitu
Zultscelu epitélija transdiferencésanos par hepatocitiem, epigenétisko regulaciju un audz&ja heterogenitati
intrahepatiskaja holangiokarcinoma.

Organism Cilveks
Tissue Metastatisks
Disease Holangiokarcinoma

Metastatic site Ascits

Synonyms ETK1
Raksturojums
Age 61 gads
Gender Sievietes
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Mutacija: p.Argl75His, homozigota

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabils glutamins, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820700a)

Papildinat barotni ar 10% FBS

Accutase, 5 min., 37 °C

Nonemt veco barotni no pielipusajam SGnam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam
izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75 kolbam - 5-10 ml. P&c tam pilniba parklajiet Stinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml
T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatiira 8-10 mindtes, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifuggjiet
3 mindtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

4
11idz3x10 3unas/cm?

2 lidz 3 reizes nedéla
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Péc atkausésanas izkliedéjiet Sinas uz Skivja ar blivumu 5 x 10% &Ginas/cm? un laujiet Sinam atgaties no
sasaldésanas procesa un pielipt vismaz 24 stundas.

Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni + 10% DMSO, lai nodroSinatu
pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas.

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sutitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatlra, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Stinu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pllismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifligas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Maisijumu centrifugé pie 200 x g 5 mindtes, virsgatavumu, kas satur sasaldésanas barotni, uzmanigi
izmet.

7. Veikt procediiru, kas aprakstita sadala "Atjaunosana péc atkausésanas"

o EQ s o -
37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Kriokonservétas Stinu linijas tiek satitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

llgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni -150 lidz -196 °C temperatira.
Uzglabasana -80 °C temperatlra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.
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