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Bunécna linie HPAC, odvozena od lidského duktalniho adenokarcinomu pankreatu, slouzi jako zakladni model
pro studium molekularnich a bunécnych charakteristik karcinomu pankreatu. Buriky HPAC, zndmé svou
uzitecnosti pfi hodnoceni vlivu riiznych chemoterapeutickych latek a signalnich drah, vykazuji kli¢ové vlastnosti
typické pro karcinom pankreatu, véetné mechanisma rezistence. Nedavné studie zahrnujici HPAC se zaméily na
pochopeni rezistence k lékGim, zejména k erlotinibu, inhibitoru tyrozinkinazy, ktery je cileny na receptor pro
epidermalni ristovy faktor (EGFR). Vyzkum prokazal, Ze rezistence k erlotinibu je u bunék HPAC spojena s
vyznamnymi metabolickymi zménami, jako jsou zmény v metabolismu fosfolipidi a aminokyselin. Konkrétné
byly zvySené hladiny acylkarnitinC s kratkym Fetézcem a zmény glycerofosfolipidovych profilli spojeny se
zvySenym metabolickym stavem v burikach HPAC rezistentnich na erlotinib.

Buriky HPAC také exprimuji matrixové metaloproteinazy (MMP), zejména MT1-MMP, cozZ je klicové pro jejich
invazivni chovani. Signalni draha Wnt/B-katenin se podili na regulaci exprese MMP, coZ prispiva k migraci a
invazivnimu potencialu bunék. Bylo prokazano, Ze aplikace sloucenin, jako je matrin, inhibuje migraci bunék
HPAC snizenim regulace MT1-MMP prostrednictvim potlaceni signalizace Wnt/B-katenin. Tyto vlastnosti
vyzdvihuji HPAC jako kli¢ovou bunéénou linii pro zkoumani terapeutickych zasah zamérenych na zmirnéni
agresivity a rezistence karcinomu pankreatu vici lé¢bé.
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Exprese genU: keratin pozitivni, vimentin negativni, chromogranin A negativni

Epidermalni rastovy faktor (EGF), exprimovany; glukokortikoid, exprimovany; epidermalni rGstovy faktor (EGF);
glukokortikoid

Ano, u athymickych mysi

Mutace: (c.358G>T), homozygotni; Mutace: CDKN2A, p.Glu120Ter (c.358G>T): KRAS, p.Gly12Asp (c.35G>A);
mutace: KRAS, p.Gly12Asp (c.35G>A), homozygotni: TP53

DMEM:Ham's F12, 1,2 g/l hydrogenuhli¢itanu sodného, 2,5 mM L-glutaminu, 15 mM HEPES, 0,5 mM pyruvatu
sodného (0,002 mg/mlinzulinu, 0,005 mg/ml transferinu) ITS+, 40 ng/ml hydrokortizonu, 10 ng/ml mysiho
epidermalniho riistového faktoru (Fisher Scientific cat# CB-40010)

Doplrite médium o 5 % FBS

Accutase

Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
bariky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné promichejte burnky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

Doporucuje se pomér 1:3 a7 1:6
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Fluid renewal 2 a7 3krat tydné
Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které

obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zplsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovéfte si, Ze lahvicka zOstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrZely optimalni teploty.

2. Po obdrZeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi neZ -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezlistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvi¢ku a pfeneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofrili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Flask Coating Zadny
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Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions Kryokonzervované buné&cné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

vy s

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunééné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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