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Vseobecné informacie

Description
Bunky A427 pochdadzaju z plicneho tkaniva, konkrétne z karcindmu, maju epitelovi morfoldgiu a rastu
adherentne. Bunky A427 maju Cas zdvojenia priblizne 28 hodin v médiu RPMI 1640 doplnenom 10 % fetalneho
hovédzieho séra (FBS).
V médiu ACL-3 sa ¢as zdvojenia mierne predlZuje na 38 hodin, zatial ¢o v médiu ACL-3 doplnenom hovadzim
sérovym albuminom (BSA) dosahuje 42 hodin. Tieto rozdiely v ¢ase zdvojenia poskytuji cenné poznatky o
spravani buniek za réznych experimentalnych podmienok.
V 60. Stadiu vykazuju bunky A427 hypotriploidny az hypertriploidny karyotyp. To znamena, Ze bunky maju
abnormalne chromozémy vratane dicentrickych, mintGtovych a velkého subtelocentrického markera. Takéto
abnormality karyotypu sa Casto spajaju s rakovinovymi bunkami a prispievaju k jedine¢nym vlastnostiam tejto
bunkovej linie. Bunky A427 vykazuju tumorigénne vlastnosti, ktoré im umozriuji tvorbu nadorov po injekénom
podani nahym mysiam.
Tieto nadory sa podobajl nediferencovanému adenokarcinému, ¢o este viac zd6raznuje vyznam tejto bunkovej
linie pri $tadiu rakoviny plic a jej progresie. Vdaka svojim vynimoénym vlastnostiam nachadzajd bunky A427
vyuZitie v roznych aplikaciach, najma vo vyskume rakoviny. Ich epitelova morfoldgia a plicny povod z nich robia
idedlny model na stadium rakoviny pluc a stvisiacich ochoreni. Okrem toho st bunky A427 vhodné pre techniky
3D bunkovych kultdr, ktoré poskytuj fyziologicky relevantnejsie prostredie na skimanie spravania buniek
rakoviny pluc.

Organism Ludské

Tissue Plica

Disease Karcindm

Synonyms A-427, A427N

Charakteristika

Age 52 rokov

Gender MuZi

Ethnicity Kaukazsky

Morphology Epitelu podobné

Growth Adherent

properties
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P53 pozitivny

Ano, na nahych mysiach. Vytvéra nediferencovany nador naznacujci adenokarciném.

P60) hypotriploidné az hypertriploidné s abnormalitami vratane dicentrie, minGt a velkého subtelocentrického
markera

EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion ¢islo ¢lanku 820100a)

Dopliite médium o 10% FBS a 1% NEAA

Accutase

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
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minUt, aby sa
oddelili. Po inkubdacii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

1x 104 PUNjek/cm? vytvori konfluentnt monovrstvu do 3 dn.

2 az 3-krat tyzdenne
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Post-Thaw Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 4 x 10% buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu
Recovery zmrazenia a prilnat aspori 24 hodin.

Freeze Ako kryokonzervaéné 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 okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injek¢n( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om 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 flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujicej 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
obsahujuci 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 Gcinnd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrzity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa

zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

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

Flask Coating Ziadne
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Freezing
Procedure 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.

ﬁ::‘pdl:;lt?fns 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, '33:03:01

B*: '35:03:01

C*:'12:03:01
DRB1*:'04:08:01, '13:01:01
DQA1*:'01:03:01, '03:03:01
DQB1*:'03:04:01, '06:03:01
DPB1*:'04:01:01, '15:01:01
E:'01:01:01,'01:03
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