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Linia celulara HPAC, derivata din adenocarcinomul ductal pancreatic uman, serveste drept model esential
pentru studiul caracteristicilor moleculare si celulare ale cancerului pancreatic. Cunoscute pentru utilitatea lor
n evaluarea impactului diferitilor agenti chimioterapeutici si a cdilor de semnalizare, celulele HPAC prezinta
caracteristici-cheie tipice ale cancerului pancreatic, inclusiv mecanisme de rezistenta. Studiile recente care
implica HPAC s-au concentrat pe intelegerea rezistentei la medicamente, in special la erlotinib, un inhibitor de
tirozin-kinaza care vizeaza receptorul factorului de crestere epidermic (EGFR). Cercetdrile au demonstrat ca
rezistenta la erlotinib Tn celulele HPAC este asociata cu modificari metabolice semnificative, cum ar fi modificari
ale metabolismului fosfolipidelor si aminoacizilor. in mod specific, nivelurile crescute de acilcarnitine cu lant
scurt si modificarile profilelor glicerofosfolipidice au fost legate de o stare metabolica crescuta in celulele HPAC
rezistente la erlotinib.

Celulele HPAC exprima, de asemenea, metaloproteinaze matriceale (MMP), Tn special MT1-MMP, care este
cruciala pentru comportamentul lor invaziv. Calea de semnalizare Wnt/B-catenina a fost implicata n reglarea
expresiei MMP, contribuind la migratia si potentialul de invazie al celulelor. S-a demonstrat ca aplicarea unor
compusi precum matrina inhiba migratia celulelor HPAC prin reglarea in jos a MT1-MMP prin suprimarea
semnalizarii Wnt/B-catenin. Aceste atribute evidentiaza HPAC ca o linie celulara esentiald pentru explorarea
interventiilor terapeutice menite sa atenueze natura agresiva si rezistenta la tratament a cancerului pancreatic.
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Genuri exprimate: keratina pozitiva, vimentina negativa, cromogranina A negativa

Factor de crestere epidermica (EGF), exprimat; glucocorticoid, exprimat; factor de crestere epidermica (EGF);
glucocorticoid

Da, la soarecii athymici

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

DMEM: Ham's F12, 1,2 g/L bicarbonat de sodiu, 2,5 mM L-glutamina, 15 mM HEPES, 0,5 mM piruvat de sodiu
(0,002 mg/mlinsulind, 0,005 mg/ml transferrind) ITS+, 40 ng/ml hidrocortizon, 10 ng/ml factor de crestere
epidermica la soarece (Fisher Scientific cat# CB-40010)

Suplimentati mediul cu 5% FBS

Accutase

Indepartati mediul vechi de pe celulele aderente si spalati-le cu PBS care nu contine calciu si magneziu. Pentru
flacoanele T25, se utilizeaza 3-5 ml de PBS, iar pentru flacoanele T75, 5-10 ml. Apoi, se acopera celulele complet
cu Accutase, folosind 1-2 ml pentru flacoanele T25 si 2,5 ml pentru flacoanele T75. Lasati celulele la incubare la
temperatura camerei timp de 8-10 minute pentru a le detasa. Dupa incubare, amestecati usor celulele cu 10 ml
de mediu pentru a le resuspenda, apoi centrifugati la 300xg timp de 3 minute. Aruncati supernatantul,
resuspendati celulele Tn mediu proaspat si transferati-le in flacoane noi care contin deja mediu proaspat.

de 2 pana la 3 ori pe saptamana
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Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
medium adecvatd dupad dezghetare sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati

si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de criogenie.

Thawing and

R 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata

carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediatd, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curata si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand rdmane
0 micd aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% fnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspenda usor peletul celular in 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile Tn suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.

Incubation

o Eo Sy
Atmosphere 37°C, 5% 00 atmosferd umidificata.

Flask Coating Niciuna

Freezing
Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient

agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.
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Shipping

Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toata durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.

Storage

Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsd ntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

-

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA

>

Sterility
Contaminarea cu micoplasmd este exclusa utilizand atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.
Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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