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Bunkova linia LxF-289 je bunkova linia ludského plicneho adenokarcindmu vytvorena zo 63-ro¢ného muza.
Tato bunkova linia ma zdvojovaci ¢as priblizne 50 hodin, takZe je vhodna na Stldie, ktoré vyZaduju konzistentnl
proliferaciu buniek. LxF-289 je obzvlast cenna vo vyskume zameranom na rakovinu plic, najméa na
nemalobunkovy karciném plic (NSCLC), pretoze poskytuje robustny in vitro model na stidium molekularnych
mechanizmov, ktoré su zakladom progresie rakoviny, rezistencie na lie¢bu a u¢inkov terapeutickych zasahov.

Stlidie na LxF-289 preukazali, Ze tato bunkova linia vykazuje vlastnosti, vdaka ktorym reaguje na $pecifické
genetické a terapeutické manipulacie. Vyskum napriklad ukazal, Ze LxF-289 spolu s dalsimi bunkovymi liniami
rakoviny plic méZze podstupit vyraznd bunkovid smrt, ked sa na fiu pdsobi adenovirusom exprimujicim
antisense protein tepelného Soku 70 (Hsp70). Tato bunkova smrt je nezavisla od p53 a nevyZaduje si Stiepenie
DNA, ¢o naznacuje, Ze Hsp70 zohrava klGc¢ovu tlohu pri preZivani buniek rakoviny plic. Tato reakcia je
selektivna pre rakovinové bunky, pretoZe normalne plicne fibroblasty a bronchialne epitelialne bunky
nevykazuju podobnu droven cytotoxicity, ked je Hsp70 zniZeny, o poukazuje na potencial zamerania sa na
Hsp70 v terapii rakoviny pluc.

Okrem toho sa LxF-289 pouzil na studium ucinkov oZarovania na proteiny stvisiace s rezistenciou na lieky.
Bunkova linia vykazovala po oZiareni nadmernu expresiu glutation S-transferazy (GSTm) na Grovni mRNA aj
proteinov. Tato nadmernd expresia je spojena s rozvojom rezistencie na viaceré lieky, o predstavuje vyznamny
problém v klinickej lieCbe rakoviny plic. Tieto zistenia zd6razfiuju uZitocnost LxF-289 pri skimani mechanizmov
rezistencie a testovani novych stratégii na jej prekonanie.
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Regulacne udaje

Citation LxF-289 (kataldgové &islo Cytion 300269)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1394
Biomolekularne udaje
Tumorigenic Ano, na nahych mysiach

Reverse Negativne
transcriptase

Spracovanie

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

Medium

Supplements Doplrite médium o 10 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Odstrarite 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 poutzite 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 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
min0ty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju erstvé médium.

Seeding 1x 10% buniek/ml

density

Fluid renewal KaZdych 3 az 5 dni

Post-Thaw 24 a7 48 hodin

Recovery
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Freeze Ako kryokonzerva¢né 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 okamzite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna 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, pricom 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 flasticku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
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 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 G¢innu interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivaéné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhéena atmosfeéra.

Flask Coating Ziadne

Freezing

Procedure 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.
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Shipping

Conditions 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.

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 zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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