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Bunkova linia DAN-G je odvodena od ludského karcindmu pankreasu. Vo velkej miere sa vyuZiva vo vyskume
zameranom na rakovinu pankreasu, najma v stadiach tykajucich sa tumorigenézy, metastazovania a rezistencie
na chemoterapiu. Geneticky profil DAN-G zahffia mutéacie v klicovych onkogénoch a tumor supresorovych
génoch, ktoré su charakteristické pre adenokarcinémy pankreasu. To robi z tejto bunkovej linie cenny model na
pochopenie molekuldrnych mechanizmov, ktoré st zakladom rakoviny pankreasu, a na testovanie novych
terapeutickych stratégii.

Okrem vyufZitia vo vyskume rakoviny sa bunkova linia DAN-G pouZiva na studium bunkovych procesov, ktoré sa
podielaju na progresii duktalneho adenokarcindmu pankreasu, vratane regulacie bunkového cyklu, apoptozy a
signalnych transdukénych drah. Bunky vykazuju agresivne rastové charakteristiky in vitro a maju schopnost
vytvarat nadory vimunokompromitovanych mysiach, ¢o simuluje ludské ochorenie a poskytuje systém in vivo
na hodnotenie G¢innosti protinadorovych liekov. Vyskumnici vyuZivajd tito bunkovu liniu aj na skimanie Glohy
nadorového mikroprostredia pri progresii rakoviny pankreasu a rezistencie na liecbu.
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CellosaurusAccession

CVCL_0243
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P53 negativny

Ano, na nahych mysiach

Bunky DAN-G nest homozygotni mutéciu Krasu v koddne 12: GGT(Gly) >GTT(Val)

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

Doplrite médium o 10 % FBS

Accutase

33 hodin

Odstrante 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 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, aby sa
oddelili. Po inkubdacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v ¢erstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

3az4x10* buniek/cm2 vytvori konfluentnu vrstvu za priblizne 4 dni.

2 az 3-krat tyzdenne

Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 5 x 104 buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu
zmrazenia a prilnat aspori 24 hodin.

Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
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 sposobeného kryo.
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Thawing and
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Shipping
Conditions

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 zabezpe(ili
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, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného 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 éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

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

o Eo . ,
37°C,5 /0C02’ zvlhéena atmosféra.

Ziadne

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd 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.

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.
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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovévanie umiestnite injek¢né 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 vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem
zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.

Alely HLA A*:'02:01:01

B*:'07:02:01, '13:02:01
C*:'06:02:01, '07:02:01
DRB1*:'07:01:01, '15:01:01
DQA1*:'01:02:01, '02:01:01
DQB1*:'02:02:01, '06:02:01
DPB1*:'04:01:01, '17:01:01
E:'01:03:02
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