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NCI-H2122 Stinu linija ir cilvéka nesmalto Stinu plausu véza (NSCLC) modelis, kas iegiits no adenokarcinomas
pacienta. Ta izcelas ar to, ka taja ir KRAS G12C mutacija, kas ir NSCLC raksturiga iezime, kura izraisa konstitivu
MAPK signalizacijas cela aktivizaciju. ST iinu linija tiek plasi izmantota pétijumos, kas vérsti uz terapeitiskam
intervencém, kas vérstas uz KRAS G12C un saistitajiem pakartotajiem celiem, jo 1pasi tiem, kas ietver MEK un
ERK inhibitorus. Pétijumos, kuros izmanto NCI-H2122, ir uzsvérta tas nozime zalu rezistences mehanismu
izpratné un kombinétas terapijas optimizésana.

Prekliniskie pétijumi, kuros izmantota NCI-H2122 Sinu linija, ir pieradijusi tas lietderibu, pétot rezistenci pret
MAPK cela inhibitoriem. Pieméram, CRISPR skrininga pieejas ir identificéjuSas MAPKT (ERK5) ka kritiski svarigu
cela reaktivacijas mediatoru péc MEK inhibicijas, kas liecina par iespégjamam kombinésanas stratégijam,
izmantojot tadus MEK inhibitorus ka kobimetinibs un MAPKY inhibitorus. Si linija kalpo ari kd modelis mazu
molekulu inhibitoru efektivitates novértésanai, tostarp tadu, kas vérsti pret PI3K un BRAF, kas ir svarigi
kombinacija ar KRAS specifisku arstésanu.

NCI-H2122 tiek izmantota ari NSCLC metabolisko ievainojamibu izpétei. Pétijumos serina biosintéze un folatu
cikls ir noraditi ka metabolisma celi, kas veicina rezistenci pret mérkterapiju, pieméram, BRAF inhibitoriem. Sai
stnu linijai ir parbauditi tadi metabolisma modulatori ka metotreksats un serina deprivacijas stratégijas, kas
sniedz ieskatu par zalu rezistences parvarésanu un jaunu metabolisma mérku identificéSanu terapeitiskai
izmantoSanai.
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Epitélijveida, limfoblastveida
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Mutacija: Gly12Cys (c.34G>T), homozigotiska; Mutacija: KRAS, p.Gly12Cys (c.34G>T), homozigotiska; Mutacija:
TP53, p.Glnl6Leu (c.47A>T), heterozigotiska; mutacija: TP53, p.Cys176Phe (c.527G>T), heterozigotiska

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabils glutamins, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820700a)

Papildinat barotni ar 10% FBS

Accutase

Nonemt veco barotni no pielipusajam SGnam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam
izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75 kolbam - 5-10 ml. Péc tam pilniba parklajiet Stinas ar TrypLE Express, izmantojot
1-2 ml 725 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatiira 8-10 minates, lai tas
atdalitos. Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam
centrifugéjiet 3 minltes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Stinas svaiga barotné un
parvietojiet tas jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Parastajai kultivésanai ieteicams izmantot proporciju no 1:3 lidz 1:4.

2 lidz 3 reizes nedéla
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Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu
krioinduceéto stresu.

Thawing and

Culturing Cells 1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sttitas uz sausa ledus, lai

parvadasanas laika saglabatu optimalu temperatdru.

2. Péc sanemSanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatlra, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Stinu integritates saglabasanu, vai ar turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultivésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pllismas nosiicéja, pirms atvérSanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Siinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifuggjiet maistjumu ar 300 x g 3 min0tes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stnu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stiinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkultiiru protokolus, lai nodroSinatu nepartrauktu Stnu linijas augSanu un
uzturéSanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

Incubation
EP, L _
Atmosphere 37°C,5 /°c02’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating Neviens

Freezing
Procedure Kriokonservétas Stinu linijas tiek satitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu

dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pd':;lt?ogns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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