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Obecné informace

Description
LN-18 je lidska maligni gliomova bunécna linie ptivodné odvozena z nadoru temporalniho laloku dospélého
muze s diagnézou multiformniho glioblastomu (Kernohandv stupen IV). Tato linie byla vytvorena in vitro a byla
udrZovana po vice nez 115 pasazi v monovrstevné kulture. Buriky LN-18 vykazuji bipolarni nebo hvézdicovitou
morfologii s pleomorfnimi jadry a maji dobu zdvojeni pfiblizné 72 hodin. Ackoli rané kultury a biopticky material
exprimovaly glidlni fibrilarni kysely protein (GFAP), v pozdéjSich pasazich nebyla syntéza GFAP pozorovana.
Gliovy pavod bunék byl viak potvrzen ultrastrukturalni analyzou. Buriky LN-18 rovnéz vykazovaly na svém
povrchu pritomnost antigenti podobnych la a byly schopny syntetizovat vysoké mnozstvi fibronektinu, coz jsou
vlastnosti daleZité pro patologii gliomu a interakce mezi nadorem a hostitelem.
Z hlediska tumorigenity jsou buriky LN-18 schopny vytvaret solidni nadory po injekci do nahych mysi, pficemz
vzniklé nadory jsou transplantovatelné a histologicky podobné pvodnimu glioblastomu. Karyotypova analyza
odhalila pritomnost tfi konzistentnich markerovych chromozomd, které poskytuji cytogeneticky otisk bunééné
linie. Navzdory absenci detekovatelného proteinu GFAP nebo S-100 v pozdéjsich pasazich zdstava linie LN-18
cennym modelem pro studium biologie lidského gliomu, zejména ve vztahu k expresi povrchovych antigent
bunék, tumorigenité a interakcim s extracelularni matrix prostrednictvim produkce fibronektinu. Tato buné¢na
linie ma také stabilni rlistové vlastnosti a je vhodna pro kryokonzervaci, takZe je vhodna pro dlouhodobé
experimentalni pouZziti.

Organism Clovék

Tissue Mozek, pravy spankovy lalok

Disease Glioblastom

Synonyms LN 18, LN18, LN018

Charakteristika

Age 61 let

Gender MuZi

Ethnicity Kavkazsky

Growth Adherentni

properties
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Regulacni udaje
Citation LN-18 (katalogové ¢islo Cytion 305822)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_0392

Biomolekularni data

Antigen HLA A2, A9, B5, BW35, DRW3

expression

Oncogenes P53+ (mutovany, mutace TGT (Cys) --> TCT (Ser) na kodonu 238); PTEN+ (divoky typ); p16- (odstranén); p14ARF-
(odstranén)

Tumorigenic Ano; Ano, vytvai naddory u nahych mysi

Mutational Mutace: Homozygotni mutace: delece genu CDKN2A. Mutace, PIK3CB, Simple, p.Glu1051Lys (c.3151G>A),

profile Homozygotni, TP53, Simple, p.Cys238Ser (c.713G>C), Homozygotni

¢, ’
Zpracovani

Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku

Medium Cytion 820300a)

Supplements Dopliite médium o 5 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 72 hodin

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatec¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a snizeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . . L . . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmrazend, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporu¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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