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NCI-H358, znama také jako H-358 nebo NCIH358, je epitelialni bunécna linie odvozena od pacienta s
bronchioalveolarnim karcinomem, podtypem nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC). Tyto buriky vykazuji
ultrastrukturalni charakteristiky typické pro Clara buriky, jako jsou specifické cytoplazmatické znaky. Buriky NCI-
H358 jsou zvlasté dilezité pro vyzkum rakoviny zaméreny na NSCLC, zejména pro zkoumani biologie a [écby
plicnich adenokarcinom.

Tato bunééna linie ma zasadni vyznam pro studium Géinnosti terapii zaméFenych na receptor epidermalniho
ristového faktoru (EGFR), protoze mutace v EGFR jsou vyznamnym predmétem [é¢by NSCLC. Kromé toho jsou
buriky NCI-H358 cenné pro zkoumani role mutaci KRAS, které jsou u karcinomu plic rozsifené a o nichz je znamo,
Ze podporuji onkogenni aktivitu. Studium téchto mutaci v burikdch NCI-H358 pomaha objasnit molekularni
cesty, které se podileji na progresi rakoviny plic a rezistenci vici léCbé.

Bunécna linie NCI-H358 obsahuje homozygotni deleci p53, hlavniho nadorového supresoru. Bunééna linie H358
pro karcinom plic se také pouZiva k posouzeni potencidlu novych terapeutickych pfistupt, jako je SOS1 PROTAC,
zamérenych na specifické onkogenni drahy.

v s

Lze shrnout, Ze bunécna linie NCI-H358, odvozena z bronchioalveoldrniho karcinomu, je dlileZitym nastrojem ve
vyzkumu NSCLC. Je dlleZita pro studium terapii cilenych na EGFR a role mutaci KRAS u karcinomu plic. Jeho
vyuZziti ve vyzkumu rakoviny se rozsifuje na vyvoj novych terapeutickych strategii zamérenych na zmirnéni
Ucinkd onkogennich mutaci a zlepseni vysledku [écby pacientl s rakovinou plic.
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UGT -, GST +, PST +, p53 -

Ano, na nahych mysich.

Homozygotné odstranény P53

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)

Doplrite médium o 10% FBS

Accutase

Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
banky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné& promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spolec¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zplsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . . L . . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmrazend, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporu¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned

zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196
°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.

Amelogenin: x,y
CSF1PO: 11,12
D13S317:8,12
D16S539:12,13
D5S818: 10,12
D7S820: 10,11
THO1: 6

TPOX: 8,9

VWA: 17
D3S1358: 14,18
D21S11: 28,30
D18S51: 14
PentaE: 18
Penta D: 10,13
D8S1179: 13,14
FGA: 20,21



