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Uldine teave
Description H295R kohandati A.F. Gazdari ja kaaslaste (1990) poolt adrenokortikaalse kardiomiga seotud kartsinoomi
pluripotentsest rakuliinist NCI-H295, mis on loodud neerupealise koore kartsinoomist. Esialgseid rakke
kohandati kasvukeskkonnaga, mis vdhendas populatsiooni kahekordistumisaega 5 paevalt 2 paevale.
Kohandatud rakud valiti nii, et need kasvavad monokihina, erinevalt algsetest rakkudest, mis kasvasid
suspensioonis. See rakuliin sdilitab véime toota neerupealiste androgeene. See reageerib angiotensiin ll-le ja
kaaliumioonidele.
Organism Inimene
Tissue Neerupealise ndare
Disease Kartsinoom
Synonyms NCI-H295R, NCI H295R, NCIH295R, H-295R, H295R-S1
Omadused
Age 48 aastat
Gender Naised
Ethnicity Kaukaasia
Morphology Epiteelilaadsed
Growth Monokihiline, kleepuv
properties

Regulatiivsed andmed

Citation NCI-H295R (Cytioni katalooginumber 300483)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0458

Biomolekulaarsed andmed
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Products Aldosteroon, kortisool, C19 steroidid

Tootlemine
Culture Te voite osta meie valmis NCI-H295R rakkude kasvukeskkonda (820402) v&i tdiendada seda DMEM:Ham's F12
Medium (1:1), w: 3,1 g/L gliikoosi, w: 2,5 mM L-glutamiini, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM naatriumpiruvaati, w: 1,2 g/L

NaHCO3 (Cytioni artikli number 820400a) jargmiste lisanditega

Supplements Taiendada s66tme 5% FBS, 0,00625 mg/ml insuliini, 0,00625 mg/ml transferriini, 6,25 ng/ml seleeni, 1,25 mg/ml
veise seerumi albumiini, 0,00535 mg/ml linoolhapet

Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Eemaldage kleepunud rakkudelt vana sé6tme ja peske neid PBS-ga, milles puudub kaltsium ja magneesium.

T25 kolbide puhul kasutage 3-5 ml PBS-i ja T75 kolbide puhul 5-10 ml. Seejarel katke rakud taielikult
Accutase'iga, kasutades 1-2 ml T25 kolbide puhulja 2,5 ml T75 kolbide puhul. Laske rakkudel inkubeerida 8-10
minutit toatemperatuuril, et need eralduksid. Parast inkubeerimist segage rakud ettevaatlikult 10 ml s66tmega,
et neid resuspenseerida, seejdrel tsentrifuugige 3 minutit 300xg juures. Visake supernatant dra, suspenseerige
rakud uuesti varskes keskkonnas ja viige need uutesse kolvidesse, mis sisaldavad juba varsket keskkonda.

Split ratio Soovitatav on suhe 1:3 kuni 1:4

Fluid renewal 2 kuni 3 korda nadalas

Post-Thaw 48 tundi

Recovery

Freeze Kriiosdilitusvedelikusena kasutame téielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujdulisus
medium parast sulatamist, vdi CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja

metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada taastumist ja vahendada kriiostressi.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkiilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jadga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sailitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sailimine, voi jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke kdik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake tlejadnud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sootmekeskkond tihte T25 kolbi, et soodustada rakkude téhusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation

Atmosphere 37°C, S%COZ’ niisutatud atmosfaar.

Flask Coating Puudub

Freezing
Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt

kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Shipping
Conditions Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadaga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe

ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.
Séilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
Uleviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pGhiste analiiliside kui ka luminestsentsil péhinevate

mukoplasma tuvastamise meetodite abil.

Bakteriaalse, seene- vOi parmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.

STR-profiil Amelogenin: x,x
CSF1PO: 10,12
D13S317:13
D16S539: 11
D5S818: 12
D7S820: 9,12
THO1: 9. maérts
TPOX: 8
VWA: 17,18
D3S1358: 15,16
D21S11:32,2
D18S51: 17
Penta E: 5,12
PentaD: 8
D8S1179: 13
FGA: 19,2,24

HLA alleles A*:'02:01:01
B*:'15:10:01
C*:'03:04:02
DRB1*:'01:01:01
DQA1*:'01:01:01
DQB1*:'05:01:01
DPB1*:'04:02:01
E: '01:03:02
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