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Yleisia tietoja

Description D. Carney, A.F. Gazdar ja kumppanit perustivat taman solulinjan vuonna 1982 pienisoluista keuhkosyopaa
sairastavan potilaan pleuranesteestd. Alkuperainen kasvaimen morfologia ei ollut pienisoluiselle
keuhkosydvélle ominainen. Solulinja on biokemialtaan ja morfologialtaan pienisoluisen keuhkosydvan
muunnos, ja se ilmentda neuronispesifista enolaasia sekad aivojen kreatiinikinaasin isoentsyymia. Solulinjassa ei
ole havaittu L-DOPA-dekarboksylaasia, bombesiinia, vasopressiinia, oksitosiinia tai gastriinia vapauttavaa
peptidia. Tassa solulinjassa c-myc-DNA:n monistumisaste on 20-kertainen ja c-myc-RNA:n 15-kertainen.
Solulinja kasvatettiin alun perin seerumivapaassa RPMI 1640 -mediassa, jota tdydennettiin 10 nM
hydrokortisonilla, 5 mikrogrammaa/ml insuliinilla, 10 mikrogrammaa/ml transferriinilld, 10 nM 17-beta-
estradioolilla ja 30 nM natriumseleniitilla. Soluista voidaan muodostaa siirrettavia kasvaimia, joiden histologia
on epatyypillinen pienisoluinen keuhkosyopa.

Organism lhminen
Tissue Keuhkot
Disease Keuhkojen pienisoluinen karsinooma

Metastatic site Pleuraeffuusio

Synonyms NCI-H446, H-446, NCI-446, NCIH446, NCIH446
Ominaisuudet

Age 61 vuotta

Gender Mies

Ethnicity Eurooppalainen

Morphology Epiteelin kaltaiset

Growth Tarttuva

properties
Saantelytiedot

Citation NCI-H446 (Cytionin luettelonumero 305049)

Biosafety level 1
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NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1562

Biomolekyylitiedot

Tumorigenic Kylld, alastomilla hiirilla (solut muodostavat siirrettédvia kasvaimia, joiden histologia on epatyypillinen SCLC).
Kasittely

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabiilia glutamiinia, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytionin artikkelinumero 820700a)

Medium

Supplements Taydennetdan valiaine 10 %:lla FBS:aa, lisataan 2,5 g/l glukoosia, 10 mM HEPES:3a ja 1,0 mM natriumpyruvaattia

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Keraa suspensiosolut 15 ml:n putkeen ja pese kiinni olevat solut varovasti PBS:ll3, josta puuttuu kalsiumia ja

magnesiumia (3-5 ml T25-pulloissa ja 5-10 ml T75-pulloissa). Levitd Accutasea (1-2 ml T25-pulloihin, 2,5 ml T75-
pulloihin) varmistaen, etta solukerros peittyy kokonaan. Anna solujen inkuboitua huoneenlammadssa 10
minuuttia. Inkuboinnin jalkeen yhdistetdan ja sentrifugoidaan seka suspensio etta adherentit solut.
Sentrifugoinnin jalkeen solupelletti suspendoidaan varovasti uudelleen ja siirretdan solususpensio uusiin
pulloihin, jotka sisaltavat tuoretta valiaineita.

Fluid renewal 2-3 kertaa viikossa
Freeze Kryosdilytysmediana kdytamme taydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittdvan
medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:ta (Cytionin luettelonumero 800100), joka

sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Varmista, etta injektiopullo pysyy syvajaadytettyna toimitettaessa, silla solut kuljetetaan kuivajaassa,
jotta optimaalinen l[@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaan valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vetta ja antimikrobista ainetta, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes
jaastd on jaljellad pieni jaamohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirra solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka sisaltaa 8
ml huoneenlampoista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja hévita varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jaannospakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirra kaikki
vdliaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.

Incubation

Atmosphere 37°C,5 %oy kostutettu ilmakeha.

Flask Coating
Optimaalisen kiinnittymisen ja elinkelpoisuuden saavuttamiseksi sulatuksen jalkeen suosittelemme
kollageenipinnoitettujen pullojen tai levyjen kayttoa.

Freezing

Procedure Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajadssa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.
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Shipping

Conditions Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Storage

Conditions Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan hoéyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -

196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena vélivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta / Geneettinen profiili / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla etta luminesenssiin perustuvilla
mykoplasman osoitusmenetelmilla.
Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.
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