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PSN-1 hiicre hatti, bir primer pankreas timaoriinden olusturulan bir insan pankreas adenokarsinomu modelidir.
Bu hiicre hatti, 6zellikle hem c-myc onkogeninde hem de kodon 12'de nokta mutasyonu bulunan c-Ki-ras
geninde amplifikasyonlar barindirmasiyla dikkat ¢ceker. Bu mutasyon, glisin yerine arginin ile yer degistirir
(GGT'den CGT'ye) ve bu da donlistiiriicii potansiyele sahip aktif bir c-Ki-ras formuna yol agar. PSN-1, c-myc'in 50
kat amplifikasyonu ve mutasyona ugramis c-Ki-ras'in 3 ila 6 kat amplifikasyonu dahil olmak lizere orijinal timor
dokusuyla ayni molekiiler 6zellikleri korur. Bu onkojenik amplifikasyonlara her iki gen icin de 6nemli 6l¢lide
artmis mRNA ekspresyonu eslik eder; bu da tlimériin ilerlemesinde kritik bir rol oynadiklarini diisiindiriir.

PSN-1, kriyoprezervasyon ajanlari kullanilmadan -80°C'de 1,5 yil boyunca saklanan dondurulmus timaor
dokularinin ¢iplak farelere basariyla nakledildigi alisilmadik bir siiregle elde edilmistir. Elde edilen ksenografttan
PSN-1 hiicre hatti olusturulmus ve bu hiicre hatti, orijinal tiimorde ve metastaz yapmis lenf diiglimlerinde
bulunanlara benzer sekilde, in vitro olarak stabil onkojenik amplifikasyonlar sergilemistir. Hiicre hatti,
hiicrelerin ya tek tabaka halinde giigli bir sekilde yapismasi ya da stispansiyon halinde biiylimesi seklinde
heterojen bliyiime 6zellikleri sergilemektedir. Bu ikili davranis, farkli kiiltiir kosullarina uyum saglayabilen
cesitlilik gosteren bir hiicre popiilasyonunu yansitmaktadir.
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Diizenleyici Veriler

Citation PSN-1 (Cytion katalog numarasi 305618)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1644

Biyomolekiiler Veriler

Mutational Gen silinmesi: CDKN2A, homozigot; Gen silinmesi: SMAD4, homozigot; Mutasyon: KRAS, basit, p.Gly12Arg
profile (c.34G>C), heterozigot; Mutasyon: TP53, Basit, p.Lys132Gln (c.394A>C), Homozigot
Ellecleme
Culture RPMI 1640, w: 2.0 mM stabil Glutamin, w: 2.0 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820700a)
Medium
Supplements Ortami %10 i1siyla inaktive edilmis FBS ile destekleyin
Dissociation Accutase
Reagent
Doubling time 21 saat
Seeding 1-3 x10*/cm?
density
Fluid renewal haftada 2 ila 3 kez
Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiytime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve

metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklart korumak igin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinliglin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifij tlipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
stipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonugclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

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

Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de
saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite Kontrol ve Molekiiler Analiz
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Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liiminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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