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Vseobecné informacie

Description
ETK-1 je ludska bunkova linia intrahepatalneho cholangiokarcindmu (IHCCA), pévodne izolovana z ascitovej

tekutiny dospelého pacienta so sarkomatoidnym cholangiokarcindmom. Nador, z ktorého bola ETK-1
odvodend, vykazoval ako tubuldrny adenokarcindm, tak aj sarkomatoidné zlozky, pricom tato bunkova linia
odraza sarkomatoidny fenotyp. Bunky ETK-1 rast( adhezivne ako jednotna epitelidlna monovrstva s
dlazobkovitym vzhladom, zloZena hlavne z malych polygonalnych buniek s okrdhlymi az ovalnymi jadrami a
vyraznymi jadierkami. Bunky v ranych pasazach vykazovali ¢as zdvojnasobenia populacie priblizne 70 hodin a
hyperdiploidny karyotyp s modalnym po¢tom chromozémov v strede 70. rokov, ¢o zodpoveda chromozémovej
nestabilite typickej pre agresivne maligne nadory Zl¢ovych ciest.

Z imunofenotypického hladiska bunky ETK-1 exprimujd markery Zl¢ového epitelu, vratane y-
glutamyltranspeptidazy (GGT), cytokeratinu 18 (CK18) a cytokeratinu 19 (CK19), ¢o potvrdzuje ich
cholangioocytovy pdvod. V bazalnych podmienkach st negativne na markery asociované s hepatocytmi, ako st
alfa-fetoprotein (AFP) a albumin. Bunky ETK-1 exprimujd vimentin, o odraza ich sarkomatoidné charakteristiky
a Ciasto¢ny mezenchymovy fenotyp, pricom neexprimujd karcinoembryonalny antigén (CEA) a sacharidovy
antigén 19-9 (CA19-9). Tento profil markerov zodpoveda sarkomatoidnej zlozke pozorovanej v primarnom
nadore a zd6razriuje znaky zodpovedajtce vlastnostiam podobnym epitelialno-mezenchymovej transformacii.

ETK-1 sa tieZ pouziva ako model na Studium bunkovej plasticity a diferenciacie linii pri cholangiokarcindme.
Lie¢ba inhibitorom DNA-metyltransferazy 5-azacytidinom vyvolala morfologické a fenotypové zmeny, o viedlo
k derivovanej bunkovej linii s vlastnostami podobnymi hepatocytom, vratane expresie AFP, albuminu, integrinu
al a trombopoetinu, spolu so stratou uréitych Zl¢ovych markerov. V modeloch s xenotransplantatmi tvoria
neliecené bunky ETK-1 nadory zodpovedajtce tubularnemu adenokarcindmu vykazujicemu duktalny fenotyp.
Tieto zistenia dokazuju, Ze ETK-1 si zachovava diferenciaciu a slizi ako cenny in vitro systém na skimanie
transdiferenciacie Zlcového epitelu na hepatocyty, epigenetickej regulacie a nadorovej heterogenity pri
intrahepatalnom cholangiokarcinéme.

Organism Ludské

Tissue Metastatické
Disease Cholangiokarciném
Metastatic site Ascites
Synonyms ETK1

Charakteristika

Age 61 rokov

Gender Zeny
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Ethnicity Japonsky
Growth Adherent
properties

s, &

Regulacné udaje

Citation ETK-1 (katalégové &islo Cytion 305529)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1206

Biomolekularne udaje

Mutational Mutdcia: p.Arg175His, homozygotnd
profile
Spracovanie
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Dopliite médium o 10 % FBS
Dissociation Accutase, 5 min., 37 °C
Reagent
Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky

T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minUt, aby sa
oddelili. Po inkubdacii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

. 4
Seeding 1a73x10 buniek/cm?
density
Fluid renewal 2 a7 3-krat tyZdenne
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Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 5 x 10% buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu
zmrazenia a prilnat aspori 24 hodin.

Ako médium na kryokonzervaciu pouzivame kompletné rastové médium + 10 % DMSO na zabezpecenie
primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni.

1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na
suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamfZitej kultivacie injekénd liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesSajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. Vsetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacénej
skumavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 200 x g pocas 5 minut, supernatant obsahujlci zmrazovacie médium opatrne
zlikvidujte.

7. Postupujte podla postupu opisaného v ¢asti Obnova po rozmrazeni

o £ 0 v . ,
37°C,5 /Ocoz’ zvlhéend atmosféra.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150
az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.
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Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA
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