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Bunka ACHN pochadza z maligneho pleuralneho vypotku 22-ro¢ného muza kaukazského pévodu s rozsiahlym
metastazujucim adenokarcindmom obliciek. Bunka bola vytvorena v novembri 1979 po priamom zasiahnuti
rakovinovych buniek do kultivaénych flias obsahujucich Eagle's MEM s 10 % FBS. Po dobu 150 dni boli bunky
udrZiavané a pasazované in vitro. Nasledne boli bunky subkutanne naockované nahym mysiam, kde do Styroch
tyzdriov vytvorili hmatatelné, lokalne invazivne nadory. Tato bunkova linia je tumorigenicka, o ¢om sveddi jej
schopnost indukovat nadory u 100 % nahych mysi (5/5) nao&kovanych 107 bunkami, pri¢om nadory sa vyvinuli
do 21 dni.

ACHN bunky sa vyznacuju adhezivnym rastovym vzorom a exprimuju Specifické izoenzymy, vratane G6PD (typ
B). Tato bunkova linia je tieZ znama svojou reakciou na ludské interferény a induktory interferénu, ¢o ju robi
obzvlast uzZitocnou pre antiproliferativne Stadie. Pévodné bunky ACHN aj bunky ziskané z nadorov nahych mysi
vykazuju inhibiciu rastu v pritomnosti ludskych interferénov, ¢o poukazuje na ich potencialne vyuzitie v
Stadiach skumajucich Géinnost terapii zaloZenych na interferéne pri rakovine obliciek.

Bunka ACHN je cennym nastrojom pre vyskum rakoviny, najmé v kontexte adenokarcinému obliciek. Slizi ako
délezity model pre stadium tumorigenicity, metastatického spravania a Gcinkov interferénov na proliferaciu
rakovinovych buniek. Jej schopnost vytvarat nadory in vivo a reagovat na liecbu interferénom poskytuje
robustnd platformu pre vyvoj a testovanie novych terapeutickych pristupov zameranych na karcindm
obli¢kovych buniek.
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Citation

ACHN (katalogové Cislo Cytion 300117)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_1067

Biomolekularne udaje
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CAlx- (karbonicka anhydraza Ix)

P53 pozitivny

CAlx-

Ano, na nahych mysiach

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

30 hodin

Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Uplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, aby sa
oddelili. Po inkubacii 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 ¢erstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

1x10* buniek/cm2 bude mat za nasledok konfluentn monovrstvu do 4 dni.
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Fluid renewal 2 a7 3-krat tyZdenne

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 5 x 10% buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu
Recovery zmrazenia a prilnGt aspon 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 ¢islo 800100 spolocnosti

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

Thawing and

Culturing Cells D . . . y -
g 1. Overte si, Ze injekénd liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazenad, 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 zabezpe(ili
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, 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 flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skiimavky 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
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
zabezpedia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation
o £o -y .
Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Flask Coating Ziadne
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Err'iizelcrl‘fre 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.

Shipping

Conditions 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 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*:'26:01:01
B*:'49:01:01
C*:'07:01:01
DRB1*:'16:01:01
DQA1*:'01:02:02
DQB1*:'05:002:01
DPB1*:'02:01:02
E:'01:03:05
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