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Vseobecné informacie

Description
Bunkova linia HPAC odvodena od ludského duktalneho adenokarcindmu pankreasu slizi ako zakladny model
na stidium molekularnych a bunkovych charakteristik rakoviny pankreasu. Bunky HPAC, ktoré st zname svojou
uzito¢nostou pri hodnoteni vplyvu réznych chemoterapeutickych latok a signalnych drah, vykazuji klicové
vlastnosti typické pre rakovinu pankreasu vratane mechanizmov rezistencie. Nedavne stidie zahffiajuce HPAC
sa zameriavajl na pochopenie rezistencie na lieky, najma na erlotinib, inhibitor tyrozinkinazy, ktory je zamerany
na receptor epidermalneho rastového faktora (EGFR). Vyskum preukazal, Ze rezistencia na erlotinib v bunkach
HPAC je spojena s vyznamnymi metabolickymi zmenami, ako si zmeny v metabolizme fosfolipidov a
aminokyselin. Konkrétne zvySené hladiny acylkarnitinov s kratkym retazcom a zmeny v glycerofosfolipidovych
profiloch boli spojené so zvySenym metabolickym stavom v bunkach HPAC rezistentnych na erlotinib.
Bunky HPAC tieZ exprimuji matrixové metaloproteinazy (MMP), najma MT1-MMP, ¢o je rozhodujtce pre ich
invazivne spravanie. Signalna draha Wnt/B-katenin sa podiela na regulacii expresie MMP, o prispieva k
migra¢nému a invazivnemu potencialu buniek. Ukazalo sa, Ze aplikacia zlicenin, ako je matrin, inhibuje
migraciu buniek HPAC zniZenim regulacie MT1-MMP prostrednictvom potlacenia signalizacie Wnt/B-kateninu.
Tieto vlastnosti zvyrazriuji HPAC ako kli¢ova bunkovd liniu na skimanie terapeutickych zasahov zameranych
na zmiernenie agresivnej a na lie¢bu rezistentnej povahy rakoviny pankreasu.

Organism Ludské

Tissue Pankreas

Disease Adenokarciném

Synonyms Hpac

Charakteristika

Age 64 rokov

Gender Zeny

Ethnicity Kaukazsky

Morphology Epitelu podobné

Cell type Pankreatické duktalne bunky

Growth Adherent

properties
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Expresia génov: keratin pozitivny, vimentin negativny, chromogranin A negativny

Epidermalny rastovy faktor (EGF), exprimovany; glukokortikoid, exprimovany; epidermalny rastovy faktor (EGF);
glukokortikoid

Ano, u atymovych mysi

Mutacia: Glu120Ter (c.358G>T), homozygotna; Mutacia: CDKN2A, p.Glu120Ter (c.358G>T), homozygotna: KRAS,
p.Gly12Asp (c.35G>A); mutdcia: 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 hydrokortizénu, 10 ng/ml mysieho
epidermalneho rastového faktora (Fisher Scientific cat# CB-40010)

Doplrite médium o 5 % FBS

Accutase

Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
minUty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v Cerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju erstvé médium.

2 a7 3-krat tyzdenne
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Freeze Ako kryokonzerva¢né médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrZala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injek¢nu liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pricom ju jemne mieSajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. Vsetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innu interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivaéné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhéena atmosfeéra.

Flask Coating Ziadne

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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