7 Cytion

MEL-CLS-3

300293

YLEISTA TIETOA

Kuvaus

Tama solulinja perustettiin in vitro -solulinjana ihmisen melanooman ksenograftista MRI-H-221, joka on peraisin CLS:n vuonna 1998
tekemastéa primaarista pahanlaatuisesta melanoomasta.

Kudos lho

Sairaus Amelanoottinen melanooma
Synonyymit

« MRI-H-221

LUOKITTELU

Organismi Ihminen

Sukupuoli Mies

Kasvuominaisuudet Kiinnittynyt

Bioturvallisuustaso 1

OMINAISUUDET

Kasvaimia aiheuttava Kyll&, alastomilla hiirilla

TUNNISTEET

Lahdeviite

MEL-CLS-3 (Cytionin luettelonumero 300293)
NCBI-verotunnus 9606

Cellosaurus CVCL 6002

ILMENTYMINEN JA ALTTIUS

Proteiinin ilmentyminen
P53(+)

Mutaatioprofiili
V600E-tyyppinen BRAF-mutaatio maaritettin DNA-pohjaisilla menetelmilla (sekvensointi, RT-PCR) ja proteiinipohjaisilla menetelmilla
(Western Blot)

Virukset

Negatiivinen: K-virus, Kilham, Reo 3, PVM, LCM, M.pulmonis, MVM, Theilerin GD VII, toolanin H-1, MHV, LDV, RCV/SDA, M-Adenovirus,
B.piliformis
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_6002

KASITTELY JA VILJELY

Viljelyalusta
DMEM, w: 4,5 g/l glukoosia, w: 4 mM L-glutamiinia, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natriumpyruvaattia (Cytionin artikkelinumero 820300a)

Inkubaatioilma 37 °C, 5 %CO2, kostutettu iimakeha.

Ravintolisat

Taydennetaan elatusainetta 10 %:lla FBS:lla
Dissosiaatioreagenssi Accutase

Soluviljely

Poista vanha véliaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll&, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta T25-pulloissa 3-5 ml PBS:a4 ja
T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan Accutase-valmisteella, kayttden 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen
inkuboitua huoneenlammdssa 8-10 minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jalkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n valiaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havita supernatantti, suspendoi solut uudelleen tuoreeseen
véliaineeseen ja siirré ne uusiin pulloihin, jotka siséltéavat jo tuoretta valiaineita.

Kylvétiheys 1 x 104 solua/cm?
Nesteen uusiminen 3 paivan vélein
Sulamisen jalkeinen palautuminen Sulattamisen jalkeen levita solut 5 x 104 solua/cm? ja anna solujen toipua

jaadyttamisprosessista ja kiinnittya vahintaan 48 tunnin ajan.

Sulatus ja viljely

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

LAADUNVALVONTA JA KRYOSAILYTYS

Hedelmattomyys

Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois sekd PCR-pohjaisilla maérityksilla ettd luminesenssiin perustuvilla mykoplasman
osoitusmenetelmilla.
Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittain silmamaaraisesti.

Jaadytysaine Kryoséilytysmediana kaytamme taydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 %
DMSO:ta riittdvén sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:t&
(Cytionin luettelonumero 800100), joka sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja
metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja vahentavat kryosailytyksen
aiheuttamaa stressia.

Sailytysolosuhteet

Pitk&aikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan hdyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa
on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.
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Toimitusehdot

Kryoséilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajaassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti kylméainetta, jotta lampétila pysyy

noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittdmasti sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava

viipymatta asianmukaiseen varastoon.

LAHJOITTAJA

Luovuttajan ika Maaritteleméaton

Etnisyys Kaukasialainen

OIKEUDELLISET JA TURVALLISUUSASIAT

Turvallisuusohjeet

Kun suunnitellaan kryoputken sailyttdmista nestemaisessa typessa sulatusta varten, on noudatettava tiukkoja turvatoimenpiteita.
Asianmukaiset suojakasineet ja -vaatteet ovat valttamattomia, ja kasvonaamarin tai suojalasien kaytté on valttdmaténta siirrettdessa
jaadytettyja naytteité nestetyppisailioon tai siita pois. Talla pyritdan pienentamééan loukkaantumisriski, joka aiheutuu kryoputkien
mahdollisista rajahdyksisté, jotka voivat aiheuttaa terévien sirpaleiden sinkoutumisen.

Takuu

Me Cytionilla seisomme tuotteidemme laadun ja elinkelpoisuuden takana.
Takaamme, ettéd solumme ovat elinkelpoisia viljelyn alkaessa 60 paivan ajan sen jalkeen, kun ne on lahetetty laitoksestamme.
Vakuutamme, etta kaikki materiaalit ovat analyysitodistuksessa ja/tai tuoteselosteessa kuvattujen eritelmien mukaisia

Lisatietoja on <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang="""x-default"">Takuulausumassa
Aineiden siirtoa koskeva sopimus Yes
vaaditaan
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