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MDA-MB-468 Stinu linija ir visparatzita cilvéka kriits véza sunu linija, kas iegita no pieaugusas pacientes ar
metastatisku adenokarcinomu pleiras izpliduma. Sim $iinam ir raksturiga epitélija morfologija, un tas ir
pazistamas ar augstu aneuploidijas pakapi. MDA-MB-468 Suinas ir estrogénu receptoru negativas (ER-), un tas
biezi izmanto ka modeli triskarsi negativa krits véza (TNBC) - kriits véZa apakstipa, kura nav estrogénu
receptoru (ER), progesterona receptoru (PR) un HER2/neu ekspresijas - pétiSanai. Tas padara MDA-MB-468 par
loti svarigu instrumentu pétijumiem par vézi, kas nereagé uz hormonterapiju vai HER2 mérktiecigu arstésanu.

No genétiska viedokla MDA-MB-468 Stiinam ir TP53 géna mutacijas, kas ir bieZi sastopamas dazadas véza formas
un kam ir nozimiga loma 3anu cikla regulé$ana un apoptozé. Sai $anu linijai ir arf epidermala aug3anas faktora
receptora (EGFR) géna amplifikacija, kas veicina tas lietderibu EGFR signalizacijas cela izp&té un tas ietekmi uz
véZa progresésanu un rezistenci pret arstéSanu. P&étnieki bieZi izmanto MDA-MB-468 Stinas, lai pétitu rezistences
pret zalem mehanismus, parbauditu jaunus terapeitiskos lidzeklus un pétitu agresiva kriits véza molekularo
biologiju.

Papildus MDA-MB-468 Siinu genétiskajam un fenotipiskajam Tpasibam tas ir pazistamas ari ar spéju veidot
ksenograftus imiinkompromitétas pelés, padarot tas par vértigu modeli audz&ja augsanas un metastazu
pétijumiem in vivo. Sis $ainu [inijas reakcija uz daZzadiem kimijterapeitiskiem lidzekliem un mérkterapiju tiek
plasi pétita, lai izstradatu efektivas TNBC arstésanas stratégijas. Kopuma MDA-MB-468 Stinu linija ir bltisks
resurss krits véZa pétijumu attistibai, jo Tpasi saistiba ar triskarsi negativiem un EGFR pozitiviem laundabigiem
audzé&jiem.
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DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glikozes, w: 2,5 mM L-glutamina, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM natrija piruvata,
w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820400a)

Papildinat barotni ar 10% FBS

Accutase

Nonemt veco barotni no pielipuSajam Sinam 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 mindites, 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 suspendgjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

2 [idz 3 reizes nedéla

Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai
nodroSinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveselo$anos un samazinatu
krioinducéto stresu.
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1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sutitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, 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 pllismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

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

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

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

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodrosSinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

or 0 - _
37°C,5 /°C02’ mitrinata atmosféra.

Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas
vai plates.

Kriokonservétas Siinu linijas tiek sititas 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.
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z::‘pdpi::?fns 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 temperatlra 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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