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Bunkova linia Fampac bola vytvorena z primarneho adenokarcindmu pankreasu dospelej Zeny, ktora mala
rodinnd predispoziciu na rakovinu pankreasu. Tieto bunky maju epitelovi povahu a vo velkej miere sa vyuZivaju
vo vyskume zameranom na biologické spravanie rakoviny pankreasu vratane Studii progresie nadoru,
metastazovania a terapeutickej odpovede. Bunkova linia Fampac je znama svojou agresivnou schopnostou
tvorby nadorov v xenotransplanta¢nych modeloch, vdaka ¢omu je cenna pre Studie in vivo tykajuce sa Gcinnosti
liekov a bioldgie rakovinovych buniek.

Bunky Fampac in vitro vykazuju vlastnosti typické pre adenokarcindm pankreasu vratane odolnosti voci
apoptdze a schopnosti mnozit sa za chemicky definovanych podmienok. Tato odolnost voci programovanej
bunkovej smrti je kritickou vlastnostou pre stidie zamerané na skimanie novych chemoterapeutickych latok a
ich potencialu indukovat smrt rakovinovych buniek. Okrem toho sa bunky Fampac vyuZivajd na studium
molekularnych mechanizmov patogenézy rakoviny pankreasu, ktoré ponukaji pohlad na genetické mutacie,
signalne drahy zapojené do proliferacie rakoviny a interakcie s nadorovym mikroprostredim.
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P53, bodova mutacia (CCG (Arg) na CAC (His)

Bunky FAMPAC nesu homozygotni mutaciu Kras v kodéne 12: GGT(Gly) >GTT(Val)

Ano, u nahych my3i sa adenokarciném

45-48, x,*+3,-5,+der(5),+der(5),+der(5)add(p14),-
7,+10,+2der(10)add(p15)add(q26),der(12)add(p13),der(12)add(pl1),-13,-13,+der(13)add(p1l),-14,der?(14),-
15,i(15q),der(16)(g+),-19,-20,-21,-22,+3-5mar

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)

Doplrite médium o 10 % FBS

Accutase

24 a7 48 hodin

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
1-2 mlpre 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 Cerstvé médium.

1x10* buniek/cm2 vytvori konfluentnu vrstvu za priblizne 2 az 3 dni.

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
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouzivat banky alebo

platne s kolagénom.
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irr.iiz:fre 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.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju 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.

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 zaloZenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem

zalozZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizuélne kontrolujd.

Alely HLA A*:'03:01:01
B*:'27.05:01
C*:'15:02:01
DRB1*:'12:01:01
DQA1*:'05:05:01
DQB1*:'03:01:01
DPB1*:'03.01:01
E:'01:01:01
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