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Obecné informace

Description
Bunécna linie 769-P je bunécna linie lidského renalniho karcinomu (RCC), ktera byla ziskana ze vzorku
nefrektomie 63leté pacientky s adenokarcinomem ledviny v roce 1975. Je Siroce vyuZzivana ve vyzkumu
karcinomu ledvin, zejména svétlobunééného karcinomu ledvin (ccRCC), ktery je nejc¢astéjsi a nejsmrteln&jsi
formou karcinomu ledvin u dospélych.
Bunécna linie 769-P si zachovava mnoho charakteristik primarniho RCC a obsahuje nékolik mutaci, které jsou
dilezité pro karcinom ledviny. Vykazuiji ztratu funkce von Hippel-Lindauova (VHL) tumor supresorového genu,
ktery je u ccRCC dilezitym genem pro karcinom ledviny, jenZ mizZe aktivovat riizné onkogenni drahy véetné
angiogeneze, bunécéné proliferace a metabolického pfeprogramovani.
Bunécna linie 769-P se pouZziva k pochopeni molekularnich mechanism( patogeneze karcinomu ledviny, ke
zkoumani G¢innosti protinadorovych lé€iv a k vyzkumu mechanism rezistence na léCiva. Tyto buriky jsou
zvlasté uzite¢né pro studium odpovédi na inhibitory tyrozinkinazy (TKI), coz je tfida cilenych terapii pouzivanych
pri lé¢bé RCC a podtypl RCC.
Bunééna linie karcinomu ledviny 769-P se dale pouZiva ke zkoumani Glohy nddorového mikroprostredi u
karcinomu ledviny a ke studiu bunécnych procesd, jako je apoptdza, regulace bunééného cyklu a metastaticky
potencial. Jejich reaktivita na hypoxické podminky je vhodna pro vyzkum toho, jak se ccRCC pfizplsobuje
prostredi s nizkym obsahem kysliku, které se nachazi v solidnich nadorech, a jak v ném prosperuje.
Lze shrnout, Ze bunécna linie 769-P a dalsi bunécné linie RCC jsou nepostradatelnymi nastroji ve vyzkumu
karcinomu ledviny, které umozriuji nahlédnout do patogeneze ccRCC, Gc¢innosti [éki a mechanismd rezistence.

Organism Clovék

Tissue Ledviny

Disease Karcinom ledviny

Synonyms 769P, 769-p

Charakteristika

Age 63 let

Gender Zeny

Ethnicity Kavkazsky

Morphology Epitelu podobné
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Growth
properties

Regulaéni udaje
Citation
Biosafety level

NCBI_TaxID

Monovrstva, adherentni

769-P (katalogové ¢islo Cytion 300106)

9606

CellosaurusAccession CVCL_1050

Biomolekularni data

Tumorigenic

Ploidy status

Tvoii nadory u imunosuprimovanych kieckd a nahych mysi

Tato bunécna linie méla vysoky pocet tetra-, hexa- a vyssichploidnich bunék (2s populace). Nejcastéjsi bunééna
populace (32 % bunék) méla pseudodiploidni karyotyp 46,xx,-3,-18,del(7) (q21.12,q22.3), 7t(3q?18q).

Karyotype Hypodiploidni. Modalni &islo = 45. Ve vSech burikach byl pritomen velky submetacentricky chromozom.
» ’
Zpracovani
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Dopliite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Doubling time 35 hodin
Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5 ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pricemz pouzijte 1-2 ml pro
banky 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 buriky 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.
Split ratio Doporuuje se pomér 1:4 a7 1:12
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Seeding 3x 10% bun&k/cm? vytvori b&hem 4 dnii konfluentni monovrstvu.

density

Fluid renewal 2 a7 3krat tydné

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste buriky v mnoZstvi 5 x 10* bunék/cm2 a nechte je alespon 48 hodin zotavit se z procesu
Recovery zmrazeni a pfilnout.

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouZivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spolec¢nosti Cytion), které

obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmraZena, 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
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponorenim 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. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvi¢ku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultiva¢niho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 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 kultivacniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivacni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni riist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation
or £ o " ,
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ zvlh¢ena atmosféra.
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Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporucujeme pouzivat bariky nebo desticky
potaZené kolagenem.

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostatenym
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.

Shipping

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

Storage

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

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

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

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

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunééné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.

Profil STR Amelogenin: x,x
CSF1PO: 11,12
D13S317:10,14
D16S539: 9,13
D5S818: 12
D75820: 10,11
THO1:6,9.3
TPOX: 8,11
VWA: 18
D3S1358: 16
D21S11: 28,30
D18S51: 14,17
PentaE: 7,18
Penta D: 12,16
D8S1179: 12,16
FGA: 20,22
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Alely HLA A*:'03:01:01, '24:02:01
B*:'07:02:01
C*:'07:02:01
DRB1*:'15:01:01G
DQA1*:'01:02:01
DQB1*:'06:02:01
DPB1*:'04:01:01
E:'01:03:02
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