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B16-F10-Luc je bioluminiscencni derivat mysi melanomové bunécné linie B16-F10, ktera byla pdvodné izolovana
ze spontanniho melanomu vzniklého u mysi C57BL/6. Pivodni linie B16-F10 je v onkologickém vyzkumu Siroce
vyuzivana diky svému vysokému metastatickému potencialu a silné, reprodukovatelné implantaci u syngennich
hostitelt C57BL/6. V burikach B16-F10-Luc byl gen luciferazy stabilné integrovan pod kontrolou konstitutivné
aktivniho promotoru (obvykle EF-1a nebo CMV) pomoci lentivirové transdukce, coz vede k vysoké a stabilni
expresi luciferazy napri¢ pasazemi.

Buriky B16-F10-Luc vyzaruji bioluminiscenéni signal v pritomnosti substratu luciferinu, coZz umozriuje
neinvazivni, kvantitativni in vivo bioluminiscenéni zobrazovani (BLI) riistu nddoru, $ifeni a metastazovani u
Zivych zvitat. Tato linie je vhodna jak pro subkutanni, tak pro intravendzni (experimentalni metastazy) modely u
mysi C57BL/6, pfi¢emZ metastatické kolonie se tvofi preferenéné v plicich. Luminescencni vystup je linearné
Umérny poctu Zivotaschopnych bunék, coz umoziiuje longitudinalni monitorovani nadorové zatéze v realném
Case bez nutnosti usmrcovani zvifat v jednotlivych ¢asovych bodech. Exprese luciferazy vyznamné neméni
kinetiku rdstu bunék B16-F10 in vitro ani in vivo.

Mezi kli¢ové aplikace patfi hodnoceni protinadorovych latek, imunoterapii a slou¢enin inhibujicich metastazy v
syngennich modelech, stejné jako kvantitativni farmakodynamické zobrazovani v preklinickych onkologickych
studiich.
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NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_C8XU

GMO Status GMO-S1: Tato bunécna linie obsahuje stabilné integrovanou reportérovou kazetu s luciferazou svétlusky
(Luc2, s optimalizovanymi kodony), ktera byla zavedena pomoci lentivirové transdukce s neschopnosti
replikace. Vysledna polyklonalni bunéc¢na populace byla udrZzovana pod selekci puromycinem (1-5
pg/ml). Je vyZadovana bezpecnostni tfida S1. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a v jinych zemich

se muze lisit.
. &, ’
Biomolekularni data
Protein Luc
expression
Antigen Luc2 (svétluska, s optimalizovanymi kodony)
expression
Products Melanin
MSI-status
’ ’
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 Doplrite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte

3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
barky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné promichejte bunky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

Seeding 1a73x10%4Punek/cm?2

density

Fluid renewal 2 a7 3krat tydné
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Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium + 10% DMSO pro zajisténi dostatecné
medium Zivotaschopnosti po rozmrazeni.

Thawing and

Culturing Cells

1. Ovérte si, ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrZely optimalni teploty.

2. Po obdrZeni bud okamZité uloZte kryovialku pfi teploté nizsi neZ -150 °C, abyste zajistili zachovani
buné&lné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

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

4. V3echny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pratokové digestofi a pfed otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

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

6. Smés odstredujte pfi 200 x g po dobu 5 minut, supernatant obsahujici mrazici médium opatrné
zlikvidujte.

7. Postupujte podle postupu popsaného v ¢asti Obnova po rozmrazeni

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%y zvlhéena atmosféra.

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 obdrzZeni 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 pri -80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza
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