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Bunkova linia 769-P je ludska bunkova linia karcindmu oblicky (RCC), ktora bola ziskana zo vzorky nefrektomie
63-rocnej pacientky s adenokarcinémom obli¢ky v roku 1975. Siroko sa pouZiva vo vyskume karcinému obliciek,
najma svetlobunkového karcindmu oblic¢iek (ccRCC), ktory je najcastejSou a najsmrtelnejSou formou karcinému
oblic¢iek u dospelych.

Bunkova linia 769-P si zachovava mnohé vlastnosti primarneho RCC a obsahuje niekolko mutacii, ktoré su
relevantné pre karciném z oblickovych buniek. Vykazuju stratu funkcie von Hippel-Lindauovho (VHL) tumor
supresorového génu, ktory je doleZitym génom pre karciném oblicky v ccRCC, ktory méze aktivovat rézne
onkogénne drahy vratane angiogenézy, proliferacie buniek a metabolického preprogramovania.

Bunkova linia 769-P sa pouziva na pochopenie molekularnych mechanizmov patogenézy rakoviny obliciek,
skimanie Géinnosti protinadorovych liekov a skimanie mechanizmov rezistencie na lieky. Tieto bunky st
obzvlast uZito¢né na stidium odpovede na inhibitory tyrozinkinazy (TKI), ktoré su triedou cielenych terapii
pouzivanych pri lie¢be RCC a podtypov RCC.

Bunkova linia rakoviny oblicky 769-P sa dalej pouziva na skiimanie tlohy nadorového mikroprostredia pri
rakovine oblicky a na $tidium bunkovych procesov, ako je apoptdza, regulacia bunkového cyklu a metastaticky
potencial. Vdaka ich reaktivite na hypoxické podmienky st vhodné na vyskum toho, ako sa ccRCC prispdsobuje
a rozvija v prostredi s nizkym obsahom kyslika, ktoré sa nachadza v solidnych nadoroch.

Celkovo mozno konstatovat, Ze bunkova linia 769-P a dalSie bunkové linie RCC st nepostradatelnymi nastrojmi
vo vyskume karcindmu oblicky, ktoré poskytuju poznatky o patogenéze ccRCC, ti¢innosti liekov a
mechanizmoch rezistencie.
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Growth Monovrstva, priliehajdca
properties

¢, &

Regulacné udaje

Citation 769-P (katalégové &islo Cytion 300106)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1050
Biomolekularne udaje

Tumorigenic Vytvara nadory u imunosuprimovanych Skreckov a nahych mysi

Ploidy status Tato bunkova linia mala vysoky pocet tetra-, hexa- a vysSie-ploidnych buniek (populdcie 2s). Naj¢astejSia
populécia buniek (32 % buniek) mala pseudodiploidny karyotyp 46,xx,-3,-18,del(7) (q21.12,q22.3), ?t(3q?18q).

Karyotype Hypodiploid. Modalne Cislo = 45. Vo vSetkych bunkach bol pritomny velky submetacentricky chromozém.
Spracovanie

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

Medium

Supplements Doplrite médium o 10 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 35 hodin

Subculturing 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 pouZzite
1-2 mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minUt, 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.
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Seeding 3x 10*PUNi€k /e 2 yvtvorf konfluentnt monovrstvu do 4 dn.

density

Fluid renewal 2 az 3-krat tyZdenne

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste bunky v mnoZstve 5 x 10* buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu zmrazenia a
Recovery prilepit sa najmenej 48 hodin.

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (kataldgové ¢islo 800100 spolocnosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu sposobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuji na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzZite uskladnite kryovialku pri teplote niZSej ako -150 °C, aby ste zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebnda 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
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 centrifugacnej
skimavky obsahujtcej 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
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml ¢erstvého 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 G¢innd 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%, zvlhcena atmosféra.
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Flask Coating Ziadne
Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostato¢nym mnoZzstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

z::‘pdrzlt?fns Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji 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 vylucuje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, ze nedoSlo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontrolujd.

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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