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KYSE-150 Stnu linija ir cilvéka baribas vada plakansiinu karcinomas (ESCC) modelis, kas iegiits no primara
audzéja, kas izgriezts pieaugusam pacientam. ST $anu linija ir dala no KYSE sérijas, kas tika izstradata, lai
nodrosinatu uzticamu in vitro modeli baribas vada véza patobiologijas izpétei, jo 1pasi, lai izprastu audzéja
rasanos un atbildes reakciju uz terapiju. KYSE-150 Stinam ir atrs dubultoSanas laiks - 13,7 stundas, kas norada uz
augstu proliferacijas spéju, kas raksturiga agresiviem véZa fenotipiem. Sis $linas aug vienslanaina kultira, pielip
pie substrata un veido viendabigu plévi, kas ir raksturiga epitélija véza Sinam.

KYSE-150 genétiska analize atklaj butiskas izmainas galvenajos audzéju nomacosajos genos, jo pasi p16 (INK4a)
géna. Sai $0nu linijai konstatétas p16 géna izmainas, Tpasi CpG salu metilacijas veid3, kas atslabina génu un
veicina $tnu cikla regulacijas zudumu. ST epigenétiska modifikacija ir kopigs mehanisms daudzos véza veidos,
un ta uzsver KYSE-150 nozimi génu slapésanas un tas lomas véZa progresésana pétnieciba. Turklat Stnu linija
saglaba p15 géna savvalas tipa konfiguraciju, kas liecina par selektivu p16 inaktivacijas mehanismu
salidzinajuma ar p15 Saja modeli, kas var bat interesants salidzinosSajos genomikas pétijumos.

KYSE-150 ir vértiga ne tikai ESCC molekularo un Stinu mehanismu izpétei, bet ari genétisko un epigenétisko
izmainu ietekmes izpétei véza gadijuma. Tas nodrosina stabilu modeli terapeitisko iejauksanas pasakumu
izpétei, kas vérsti uz specifiskiem celiem, kuri ir disreguléti baribas vada plakanstinu karcinomas gadijuma.
Nemot véra augsto proliferacijas atrumu un specifisko genétisko profilu, KYSE-150 ir piemérots kandidats in
vitro farmakologiskai testéSanai un citiem ar véza pétniecibu saistitiem lietojumiem, bet ne terapeitiskiem vai in
vivo mérkiem.
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Normativie dati

Citation KYSE-150 (Cytion kataloga numurs 305087)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1348

Biomolekularie dati

Darbs ar

Culture Ludzu, sajauciet Hama F12 un RPMI 1640 proporcija 50:50 (Cytion izstradajumu numuri 820600a un 820702a)

Medium

Supplements Papildinat barotni ar 5% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 25 stundas

Subculturing Nonemt veco barotni no pielipusajam Stnam 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 minutes, 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 Sinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Fluid renewal 2 idz 3 reizes nedéla

Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveselosanos un samazinatu
krioinducéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek satitas 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 Sunu 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 plismas nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

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

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 minUtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stinu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augSanu.

8. levérojiet noteiktos subkultiiru protokolus, lai nodrosinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

P o _
37°C, 5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Neviens

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperattru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pd':;lt?ogns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas 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.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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