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INFORMACJE OGOLNE

Opis

ETK-1 to ludzka linia komérkowa raka drég zo6tciowych wewnatrzwatrobowych (IHCCA), pierwotnie wyhodowana z ptynu puchlinowego
dorostego pacjenta z rakiem drdg zétciowych o charakterze sarkomatoidalnym. Nowotwdr, z ktérego pochodzi ETK-1, wykazywat zaréwno
elementy gruczotakokomoérkowego raka przewodowego, jak i elementy sarkomatoidalne, a linia komérkowa odzwierciedla fenotyp
sarkomatoidalny. Komarki ETK-1 rosng w sposéb adhezyjny, tworzac jednolita monowarstwe nabtonkowa o wygladzie brukowym, ztozong
gtéwnie z matych komorek wielokgtnych o jadrach okragtych lub owalnych i wyraznych jadrach komérkowych. Komorki we wezesnych
pasazach wykazywaly czas podwojenia populacji wynoszacy okoto 70 godzin oraz kariotyp hiperdiploidalny z modalng liczba chromosoméw
w przedziale okoto 75, co jest zgodne z niestabilnoscig chromosomowa typowa dla agresywnych nowotworéw ztosliwych drég zétciowych.
Pod wzgledem immunofenotypowym komoérki ETK-1 wykazujg ekspresje markeréw nabtonka drog zétciowych, w tym y-
glutamylotranspeptydazy (GGT), cytokeratyny 18 (CK18) i cytokeratyny 19 (CK19), co potwierdza ich pochodzenie z komérek
cholangioocytéw. W warunkach podstawowych wykazuja one ujemny wynik w przypadku markeréw zwigzanych z hepatocytami, takich jak
alfa-fetoproteina (AFP) i albumina. Komérki ETK-1 wykazuja ekspresje wimentyny, co odzwierciedla ich cechy sarkomatoidalne i czesciowy
fenotyp mezenchymalny, przy czym nie wykazujg ekspresji antygenu rakowo-ptodowego (CEA) ani antygenu weglowodanowego 19-9 (CA19-
9). Ten profil markeréw odpowiada sktadnikowi sarkomatoidowemu obserwowanemu w guzie pierwotnym i podkresla cechy zgodne z
wihasciwosciami podobnymi do przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego.

Linia ETK-1 zostata réwniez wykorzystana jako model do badania plastycznosci komérkowej i réznicowania linii komérkowej w raku drég
z6fciowych. Leczenie inhibitorem metylotransferazy DNA, 5-azacytydyna, wywotato zmiany morfologiczne i fenotypowe, skutkujgce
powstaniem pochodne;j linii komérkowej o cechach podobnych do hepatocytéw, w tym ekspresja AFP, albuminy, integryny al i trombopoetyny,
wraz z utratg niektérych markeréw drég zétciowych. W modelach ksenotransplantacyjnych nieleczone komorki ETK-1 tworzg guzy
odpowiadajgce gruczolakorakowi cewkowatemu o fenotypie przewodowym. Wyniki te wskazuja, ze linia ETK-1 zachowuje plastycznos$¢
réznicowania i stanowi cenny system in vitro do badania transdyferencjacji nabtonka drog zétciowych w kierunku hepatocytéw, regulacji
epigenetycznej oraz heterogennosci nowotworu w raku drég zotciowych wewnatrzwatrobowych.
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EKSPRESJA | PODATNOSC

Profil mutacji
Mutacja: p.Argl75His, homozygotyczna

POSTEPOWANIE | HODOWLA

Pozywka hodowlana
RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnej glutaminy, w: 2,0 g/L NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820700a)

Atmosfera inkubacyjna 37°C, 5%C02, nawilzona atmosfera.

Suplementy
Uzupetni¢ podtoze 10% FBS

Odczynnik dysocjacyjny Accutase, 5 min., 37°C

Hodowla komérek w subkulturze

Usun starg pozywke z przylegajacych komorek i przemyj je PBS, kt6ry nie zawiera wapnia i magnezu. W przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5
ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj komorki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75.
Pozwdél komdrkom inkubowac w temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10
ml pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant, ponownie zawiesi¢ komérki w
Swiezej pozywce i przenies¢ je do nowych kolb zawierajgcych juz $wiezg pozywke.

Gestos¢ wysiewu od 1 do 3 x 104 komdrek/cm?
Odnawianie ptynéw 2 do 3 razy w tygodniu
Powrét do stanu sprzed rozmrozenia Po rozmrozeniu umie$¢ komorki na ptytce w ilosci 5 x 104 komérek/cm? i pozostaw je na co

najmniej 24 godziny, aby mogty sie zregenerowac po procesie zamrazania i przylgna¢ do
podtoza.

Rozmrazanie i hodowla

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

KONTROLA JAKOSCI | KRIOKONSERWACJA

Pozywka do zamrazania Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej + 10% DMSO w
celu zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu.

Warunki przechowywania

W celu diugotrwatego przechowywania nalezy umiesci¢ fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od -150 do -196 °C.
Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przej$ciowy przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Warunki wysytki

Linie komérkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych opakowaniach z wystarczajaca
iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymac temperature okoto -78°C przez caly czas transportu. Po otrzymaniu przesyiki nalezy natychmiast
sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc¢ fiolki do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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DARCZYNCA

Wiek dawcy 61 lat

Pochodzenie etniczne Japonski

KWESTIE PRAWNE | BEZPIECZENSTWO

Srodki bezpieczenistwa

Planujac przechowywanie kriofiolek w ciektym azocie w celu ich p6Zniejszego rozmrozenia, nalezy bezwzglednie przestrzegac
rygorystycznych srodkéw bezpieczenstwa. Niezbedne sg odpowiednie rekawice i odziez ochronna, a podczas przenoszenia zamrozonych
probek do lub ze zbiornika z ciektym azotem wymagane jest stosowanie maski lub okularéw ochronnych. Ma to na celu zmniejszenie ryzyka
obrazen spowodowanych potencjalnymi eksplozjami kriowialu podczas wyjmowania, ktére moga skutkowaé wyrzuceniem ostrych
fragmentoéw.

Gwarancja

W Cytion gwarantujemy jakos¢ i zywotnos¢ naszych produktow.

Gwarantujemy, ze nasze komérki beda zywotne na poczatku hodowli przez 60 dni po wysytce z naszych zaktadow.
Zapewniamy, ze wszystkie materiaty sa zgodne ze specyfikacjami opisanymi w certyfikacie analizy i/lub karcie produktu

Szczegotowe informacje mozna znalez¢ w naszej <a href=""/Who-we-are/Warranty/"" hreflang=""x-default"">08wiadczeniu gwarancyjnym
Wymagana umowa o transferze Yes
materiatow
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