7 Cytion

ETK-1

305529

BENDRA INFORMACIJA

Aprasymas

ETK-1 yra Zmogaus intrahepatinés cholangiokarcinomos (IHCCA) Iasteliy linija, iS pradziy iSskirta i§ suaugusio paciento, sergancio
sarkomatoidine cholangiokarcinoma, ascito skys¢io. Navikas, i$ kurio buvo gauta ETK-1, turéjo tiek tubulinés adenokarcinomos, tiek
sarkomatoidiniy komponenty, o lIgsteliy linija atspindi sarkomatoidinj fenotipg. ETK-1 Igstelés auga adhezyviai kaip vienalytis epitelinis
monosluoksnis, primenantis akmenuky grindinj, susidedantis daugiausia i mazy daugiakampiy lasteliy su apvaliais arba ovalo formos
branduoliais ir rySkiais branduoléliais. Ankstyvyjy paseéliy lastelés pasizyméjo populiacijos padvigubéjimo trukme, siekian€ia mazdaug 70
valandy, ir hiperdiploidiniu kariotipu, kurio modalusis chromosomy skaicius buvo apie 75, o tai atitinka agresyviems tulZies taky piktybiniams
navikams budingg chromosominj nestabiluma.

ImunofenotipiSkai ETK-1 Igstelés ekspresuoja tulZies taky epitelio Zymenis, jskaitant y-glutamiltranspeptidaze (GGT), citocherating 18 (CK18)
ir citocherating 19 (CK19), patvirtindamos savo cholangiocitine kilme. Bazinémis sglygomis jos yra neigiamos hepatocitams badingy Zymeny,
tokiy kaip alfa-fetoproteinas (AFP) ir albuminas, atzvilgiu. ETK-1 Igstelés ekspresuoja vimenting, o tai atspindi jy sarkomatoidines savybes ir
dalinj mezenchiminj fenotipa, taiau jose neekspresuojamas karcinoembrioninis antigenas (CEA) ir angliavandeniy antigenas 19-9 (CA19-9).
Sis zymeny profilis atitinka pirminéje navikoje stebima sarkomatoidinj komponenta ir i§ry$kina bruoZus, badingus epitelio-mezenchiminio
peréjimo savybéms.

ETK-1 taip pat buvo naudojama kaip modelis Iasteliy plastiSkumui ir linijos diferenciacijai cholangiokarcinomoje tirti. Gydymas DNR
metiltransferazeés inhibitoriumi 5-azacitidinu sukélé morfologinius ir fenotipinius pokyc€ius, dél kuriy susiformavo iSvestiné Igsteliy linija su
hepatocitams budingomis savybémis, jskaitant AFP, albumino, integrino al ir trombopoetino ekspresija, kartu su tam tikry tulZies taky Zymeny
praradimu. Ksenotransplantacijos modeliuose negydytos ETK-1 Igstelés suformuoja navikus, atitinkancius tubuling adenokarcinoma,
pasizymingig duktaliniu fenotipu. Sie duomenys rodo, kad ETK-1 iSlaiko diferenciacijos plastiSkuma ir yra vertinga in vitro sistema, skirta tirti
tulzies epitelio lasteliy transdiferenciacijg j hepatocitus, epigenetine reguliacijg ir naviko heterogeniskuma intrahepatineje
cholangiokarcinomoje.
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ISRAISKA IR JAUTRUMAS

Mutacijy profilis
Mutacija: p.Arg175His, homozigotiné

LAIKYMAS IR AUGINIMAS

Maitinamoji terpé
RPMI 1640, §: 2,0 mM stabilus glutaminas, $: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion gaminio numeris 820700a)

Inkubacijos aplinka 37 °C, 5 %CO02, drékintoje atmosferoje.

Maisto papildai
Papildykite terpe 10 % FBS

Disociacijos reagentas JAccutase“, 5 min., 37 °C

Subkultdrinis auginimas

PaSalinkite seng terpe nuo prilipusiy lasteliy ir nuplaukite jas PBS, kuriame néra kalcio ir magnio. T25 kolboms naudokite 3-5 ml PBS, o T75
kolboms - 5-10 ml. Tuomet visiskai uzpilkite Iasteles "Accutase", naudodami 1-2 ml T25 kolboms ir 2,5 ml T75 kolboms. Leiskite Igsteléms
inkubuotis kambario temperatdroje 8-10 minuciy, kad jos atsiskirty. Po inkubacijos atsargiai sumaisykite lgsteles su 10 ml terpés, kad jos vel
suspenduoty, tada 3 minutes centrifuguokite 300xg greiciu. ISmeskite supernatanta, vél sutirpinkite lasteles SvieZioje terpéje ir perkelkite jas
naujas kolbas, kuriose jau yra SvieZia terpé.

Séjos tankis 1-3 x 104 lasteliy/cm?
Skysé€iy atnaujinimas 2-3 kartus per savaite
Atkarimas po atSilimo AtSildzius, iSdeliokite Igsteles 5 x 104 Igsteliy/cm? tankumu ir leiskite Igsteléms atsigauti po

uzSaldymo proceso ir prisitvirtinti bent 24 valandas.

AtSildymas ir auginimas

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 200 x g for 5 minutes, carefully discard the supernatant containing freezing medium.

Follow the procedure described under Post-Thaw Recovery

KOKYBES KONTROLE IR KRIOKONSERVAVIMAS

Saldymo terpé Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiSka augimo terpe + 10 % DMSO, kad baty
uztikrintas tinkamas gyvybingumas po atSildymo.

Laikymo salygos

Norédami ilgai saugoti, jdekite buteliukus j gary fazes skystg azotg mazdaug -150-196 °C temperatiroje. Laikymas -80 °C temperatlroje yra
priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas prie$ perkeliant j skystajj azota.

Pristatymo salygos

Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu kiekiu Saldymo skyscio, kad
pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote, nedelsdami jg apzidrekite ir nedelsdami perkelkite
megintuvelius j tinkama saugykla.

DONORAS
Donoro amzius 61 metai
Cytion GmbH Registered office Heidelberg Banking information
Nikola-Tesla-Str. 3 VAT ID: DE283292917 Sparkasse Heidelberg
69124 Heidelberg Local court Mannheim - HRB 714394 IBAN: DE35 6725 0020 0009 2076 86
Tel: +49 (0)6221 405780 CEO / Geschaftsfiihrer: Jonathan Steubing BIC: SOLADES1HDB
info@cytion.com
cytion.com

2/3



Etniné priklausomybé Japony

TEISINIAI IR SAUGOS KLAUSIMAI

Saugos priemonés

Planuojant saugoti kriovaistine skystame azote, kad ateityje ja bty galima atSildyti, batina laikytis griezty saugos priemoniy. Batina maveti
tinkamas apsaugines pirstines ir drabuZius, o perkeliant uzsaldytus meginius j skystojo azoto talpyklg arba i$ jos batina naudoti veido kauke
arba apsauginius akinius. Taip siekiama sumazinti suZeidimy rizikg dél galimo kriokomponenty sprogimo i$émimo metu, kai gali iSsiverZzti
astras fragmentai.

Garantija

" Cytion" garantuoja savo produkty kokybe ir gyvybinguma.

Garantuojame, kad musy lastelés bus gyvybingos kulttry auginimo pradzioje 60 dieny po iSsiuntimo i§ masy gamyklos.
Uztikriname, kad visos medziagos atitinka analizés sertifikate ir (arba) gaminio lape apraSytas specifikacijas

ISsamig informacijg rasite masy <a href=""/Kas mes esame/garantijos/" hreflang=""x-default"">Garantijos pareiSkime

Reikalinga medZiagy perdavimo Yes
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