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Uldine teave

Description
HPAC rakuliin, mis on saadud inimese kohunaarme ductuse adenokartsinoomist, on oluline mudel
kdhunaarmevahi molekulaarsete ja rakuliste omaduste uurimiseks. HPAC-rakud on tuntud erinevate
kemoterapeutiliste ainete ja signaaliradade moju hindamisel ning neil on kdhunaarmevahile iseloomulikud
pShijooned, sealhulgas resistentsusmehhanismid. Hiljutised uuringud, milles on kasutatud HPACi, on
keskendunud ravimresistentsuse mdistmisele, eelkdige erlotiniibi, epidermise kasvufaktori retseptorile (EGFR)
suunatud tiirosiinkinaasi inhibiitori suhtes. Uuringud on ndidanud, et HPAC-rakkude resistentsus erlotiniibi
suhtes on seotud oluliste metaboolsete muutustega, naiteks muutustega fosfolipiidide ja aminohapete
ainevahetuses. Konkreetselt on liihikese ahelaga atsiililkarnitiinide suurenenud tase ja muutused
gliitserofosfolipiidide profiilides seotud erlotiniibiresistentsete HPAC-rakkude kérgendatud metaboolse
seisundiga.
HPAC rakud ekspresseerivad ka maatriksi metalloproteinaase (MMP), eriti MT1-MMP, mis on nende invasiivse
kditumise seisukohalt otsustava tahtsusega. Wnt/3-kateniini signaalirada on seotud MMP-de ekspressiooni
reguleerimisega, mis aitab kaasa rakkude migratsiooni- ja invasiivsuspotentsiaalile. On nadidatud, et selliste
Uihendite nagu matriini kasutamine parsib HPAC rakkude migratsiooni, véahendades MT1-MMP-d Wnt/B-kateniini
signaalililekande allasurumise kaudu. Need omadused tdstavad esile HPAC-i kui keskset rakuliini, mille abil saab
uurida terapeutilisi meetmeid, mille eesmark on leevendada kdhundarmevahi agressiivset ja raviresistentset
olemust.

Organism Inimene

Tissue Pankreas

Disease Adenokartsinoom

Synonyms Hpac

Omadused

Age 64 aastat

Gender Naised

Ethnicity Kaukaasia

Morphology Epiteelilaadsed

Cell type Pankrease kaksteistsdrmiksoole rakk

Growth Kinnipeetav

properties
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Regulatiivsed andmed

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HPAC (Cytioni katalooginumber 305309)

9606

CellosaurusAccession CVCL_3517

Biomolekulaarsed andmed

Protein
expression

Tumorigenic

Mutational
profile

Tootlemine

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Fluid renewal

Ekspresseeritud geenid: keratiin positiivne, vimentiin negatiivne, kromograniin A negatiivne

Epidermise kasvufaktor (EGF), ekspresseeritud; gliikokortikoid, ekspresseeritud; epidermise kasvufaktor (EGF);
gliikokortikoid

Jah, atlilimsetel hiirtel

Mutatsioon: CDKN2A, p.Glu120Ter (c.358G>T), homosiigootne; Mutatsioon: CDKN2A, p.Glu120Ter (c.358G>T),
homosiigootne: KRAS, p.Gly12Asp (c.35G>A); Mutatsioon: KRAS, p.Gly12Asp (c.35G>A): TP53

DMEM: Ham's F12, 1,2 g/L naatriumvesinikkarbonaat, 2,5 mM L-glutamiin, 15 mM HEPES, 0,5 mM
naatriumpiruvaat (0,002 mg/ml insuliini, 0,005 mg/ml transferriini) ITS+, 40 ng/ml hiidrokortisooni, 10 ng/ml
hiire epidermise kasvufaktorit (Fisher Scientific cat# CB-40010)

Taiendada keskkonda 5% FBS-ga

Accutase

Eemaldage kleepunud rakkudelt vana s66tme ja peske neid PBS-ga, milles puudub kaltsium ja magneesium.
T25 kolbide puhul kasutage 3-5 ml PBS-i ja T75 kolbide puhul 5-10 ml. Seejarel katke rakud taielikult
Accutase'iga, kasutades 1-2 ml T25 kolbide puhulja 2,5 ml T75 kolbide puhul. Laske rakkudel inkubeerida 8-10
minutit toatemperatuuril, et need eralduksid. Parast inkubeerimist segage rakud ettevaatlikult 10 ml s66tmega,
et neid resuspenseerida, seejarel tsentrifuugige 3 minutit 300xg juures. Visake supernatant &ra, suspenseerige
rakud uuesti varskes keskkonnas ja viige need uutesse kolvidesse, mis sisaldavad juba varsket keskkonda.

2 kuni 3 korda nadalas
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Freeze Kriiosdilitusvedelikusena kasutame taielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujdulisus
medium pdrast sulatamist, vdi CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja
metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada taastumist ja vahendada kriiostressi.

Thawing and

R 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jaaga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sdilitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sdilimine, voi jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda 6rnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jaaklomp.

4. Tehke koik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake ulejadnud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml véarskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sootmekeskkond tihte T25 kolbi, et soodustada rakkude tohusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ niisutatud atmosfaar.

Flask Coating Puudub

Freezing
Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt

kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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z::‘pdpi::?fns Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvotmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela [ammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.
Sdilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
leviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pohiste analiiliside kui ka luminestsentsil pShinevate
miikoplasma tuvastamise meetodite abil.
Bakteriaalse, seene- voi pdrmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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