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Informacoes gerais

Description
A NCI-H69AR é um derivado multirresistente da linha celular parental de carcinoma do pulm&o de pequenas

células (SCLC) NCI-H69. Foi desenvolvida através da selegdo continua em concentragdes crescentes de agentes
quimioterapéuticos, como a doxorrubicina. Consequentemente, a linha celular NCI-H69AR serve como um
sistema modelo fundamental para a investigacdo dos mecanismos de resisténcia adquirida aos farmacos no
carcinoma do pulm&o pulmonar. Esta linha celular mantém muitas das carateristicas morfoldgicas e
bioquimicas da sua linha parental, mas apresenta uma resisténcia profunda a varios agentes citotoxicos, o que a
torna especialmente relevante para o estudo das vias de resisténcia mediadas pelo efluxo.

O principal mecanismo de resisténcia na linhagem NCI-H69AR envolve a sobreexpressdo da proteina de
resisténcia a multiplos farmacos P-glicoproteina (P-gp), codificada pelo gene MDR1. A P-gp funciona como uma
bomba de efluxo dependente de ATP que reduz a acumulagdo intracelular de farmacos, particularmente no
caso das antraciclinas, dos alcaldides da vinca e das epipodofilotoxinas. Além disso, a NCI-H69AR apresenta
uma expressao alterada de proteinas associadas a membrana, incluindo a anexina Il, que pode estar associada a
alteracg®es na sinalizagdo do calcio e no trafico vesicular - processos implicados na resisténcia aos farmacos e na
resposta ao stress celular. Estas alteragbes fenotipicas fazem do NCI-H69AR um modelo valioso para a
identificagdo de moduladores da resisténcia aos farmacos e para a avaliagdo da eficacia de agentes que visam
os mecanismos de efluxo ou que contornam completamente as vias de resisténcia.

A linhagem NCI-H69AR também tem sido utilizada em estudos comparativos com a sua linhagem parental para
delinear alteracdes na expressdo de genes e proteinas, perfis de sensibilidade a medicamentos e resposta a
inibidores farmacoldgicos. Este quadro comparativo ajuda a clarificar a evolugdo da resisténcia aos
medicamentos no cancro e contribui para a concecdo de terapias combinadas destinadas a re-sensibilizar os
tumores resistentes. A linha é normalmente cultivada em meio RPMI-1640 suplementado com soro fetal bovino
e mantida em condi¢Ges atmosféricas normais. A sua robustez e o fenétipo de resisténcia bem caracterizado
garantiram o seu lugar na investigacdo pré-clinica sobre a resisténcia aos medicamentos no cancro do pulm&o.

Organism Humano
Tissue Metastatico
Disease Carcinoma pulmonar de pequenas células

Metastatic site Derrame pleural

Synonyms NCI-H69 AR, NCI-H69/AR, H69AR, H-69AR
L4 .
Carateristicas
Age 55 anos
Gender Masculino
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Ethnicity Caucasiano
Morphology Epitelial
Cell type Tipo epitelial
Growth Aderente
properties

Dados regulamentares

Citation NCI-HB9AR (niimero de catilogo Cytion 305840)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3513

Dados biomoleculares

Tumorigenic Sim; Sim, em ratinhos nus
Mutational Mutacdo: PIK3CA, Simples, p.Gly106_Arg108del (c.317_325delGGCAACCGT), Heterozigdtica (da linha celular
profile parental).Mutacdo, RB1, Simples, p.Glu748Ter (c.2242G>T), Homozigética (da linha celular parental).Mutac3o,

TP53, Simples, p.Glul71Ter (c.511G>T), Homozigdtica (da linha celular parental).

Manuseamento
Culture RPMI 1640, com: 2,0 mM de glutamina estavel, com: 2,0 g/L NaHCO3 (ndmero de artigo Cytion 820700a)
Medium
Supplements Completar o meio com 20% de FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Fluid renewal 2 a3 vezes por semana
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Freeze Como meio de criopreservagdo, utilizamos um meio de crescimento completo (incluindo FBS) + 10% DMSO para

medium uma viabilidade pds-descongelamento adequada, ou CM-1 (nimero de catalogo Cytion 800100), que inclui
osmoprotectores optimizados e estabilizadores metabdlicos para melhorar a recuperacéo e reduzir o stress
induzido pela crio.

Thawing and

Culturing Cells 1. Confirme que o frasco permanece profundamente congelado aquando da entrega, uma vez que as

células sdo enviadas em gelo seco para manter as temperaturas ideais durante o transporte.

2. ApOs a recegdo, armazenar o frasco criogénico imediatamente a temperaturas inferiores a -150°C para
garantir a preservacdo da integridade celular, ou avancar para o passo 3 se for necessaria uma cultura
imediata.

3. Para uma cultura imediata, descongelar rapidamente o frasco imergindo-o num banho de dgua a 37°C
com agua limpa e um agente antimicrobiano, agitando suavemente durante 40-60 segundos até ficar
um pequeno aglomerado de gelo.

4. Efetuar todos os passos subsequentes em condi¢Bes estéreis numa capela de fluxo, desinfectando o
frasco criogénico com etanol a 70% antes de o abrir.

5. Abrir cuidadosamente o frasco desinfectado e transferir a suspenséo de células para um tubo de
centrifugacdo de 15 ml contendo 8 ml de meio de cultura a temperatura ambiente, misturando
suavemente.

6. Centrifugar a mistura a 300 x g durante 3 minutos para separar as células e eliminar cuidadosamente o
sobrenadante que contém o meio de congelagdo residual.

7. Ressuspender suavemente o pellet de células em 10 ml de meio de cultura fresco. No caso de células
aderentes, dividir a suspensao entre dois frascos de cultura T25; no caso de culturas em suspensao,
transferir todo o meio para um frasco T25 para promover uma intera¢do e um crescimento eficazes das
células.

8. Cumprir os protocolos de subcultura estabelecidos para o crescimento e manutengdo continuos da
linha celular, garantindo resultados experimentais fidveis.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ atmosfera humidificada.

Flask Coating Nenhum
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z::‘pdpi::?fns As linhas celulares criopreservadas sdo expedidas em gelo seco em embalagens validadas e isoladas com
refrigerante suficiente para manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da rececdo,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.

Storage

Conditions Para conservagdo a longo prazo, colocar os frascos em azoto liquido em fase de vapor a uma temperatura entre

-150 e -196 °C. O armazenamento a -80 °C € aceitavel apenas como um curto passo intermédio antes da
transferéncia para azoto liquido.

Controlo de qualidade / Perfil genético [ HLA

Sterility
A contaminagdo por micoplasma é excluida utilizando ensaios baseados em PCR e métodos de detegdo de
micoplasma baseados em luminescéncia.
Para garantir que ndo ha contaminagdo bacteriana, fungica ou de leveduras, as culturas de células séo sujeitas a
inspecgdes visuais diarias.
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