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Vseobecné informacie

Description
Bunkova linia NCI-H2122 je model ludského nemalobunkového karcinému plic (NSCLC) odvodeny od pacienta s

adenokarcindmom. Je pozoruhodna tym, Ze obsahuje mutaciu KRAS G12C, ktora je charakteristickym znakom
NSCLC a vedie ku konstitutivnej aktivacii signalnej drahy MAPK. Tato bunkova linia sa vo velkej miere pouziva v
Studiach zameranych na terapeutické zasahy zamerané na KRAS G12C a suvisiace nadvazujuce drahy, najma tie,
ktoré zahriaju inhibitory MEK a ERK. Vyskum vyuzivajici NCI-H2122 zdéraznil jej tlohu pri pochopeni
mechanizmov rezistencie na lieky a pri optimalizacii kombinovanych terapi.

Predklinické stddie vyuzivajice bunkovu liniu NCI-H2122 preukazali jej uzitoénost pri skimani rezistencie na
inhibitory drahy MAPK. Napriklad skriningové pristupy CRISPR identifikovali MAPKT (ERK5) ako kriticky mediator
reaktivacie drahy po inhibicii MEK, ¢o naznacuje potencialne kombinované stratégie vyuzivajuce inhibitory MEK,
ako je kobimetinib, a inhibitory MAPK?7. Tato linia sliZi aj ako model na hodnotenie G¢innosti inhibitorov malych
molekul vratane inhibitorov zameranych na PI3K a BRAF, ktoré s relevantné v kombinacii s lieCbou $pecifickou
pre KRAS.

NCI-H2122 sa vyuZiva aj pri skimani metabolickych zranitelnosti v NSCLC. Stddie poukazali na biosyntézu serinu
a folatovy cyklus ako metabolické drahy, ktoré prispievaju k rezistencii voci cielenym terapiam, ako st inhibitory
BRAF. Na tejto bunkovej linii sa testovali metabolické modulatory, ako napriklad metotrexat a stratégie
deprivécie serinu, ¢o poskytlo poznatky o prekondvani rezistencie na lieky a identifikacii novych metabolickych
cielov na terapeutické vyuZitie.

Organism Ludské
Tissue Plica
Disease Adenokarciném

Metastatic site Pleuralny vypotok

Synonyms H2122, H-2122,NCIH2122
Charakteristika
Age 46 rokov
Gender Zeny
Ethnicity Kaukazsky
Morphology Epitelové, lymfoblastové
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Mutécia: Gly12Cys (c.34G>T), homozygotna; Mutacia: KRAS, p.Gly12Cys (c.34G>T), homozygotna: TP53,
p.Glnl6Leu (c.47A>T), heterozygotna; mutacia: TP53, p.Cys176Phe (c.527G>T), heterozygotna

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

Doplrite médium o 10 % FBS

Accutase

Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne zakryte pripravkom TrypLE
Express, pricom pouzite 1 - 2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej
teplote 8-10 minut, aby sa oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu
suspendované, a potom ich 3 minity odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v
Cerstvom médiu a preneste ich do novych flias, ktoré uz obsahuja cerstvé médium.

Pre bezné kultivacie sa odpori¢a pomer 1:3 az 1:4.

2 az 3-krat tyzdenne
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Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu sposobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazend, pretoZe bunky sa prepravuji na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injek¢nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pricom ju jemne mieSajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4, Vsetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g po¢as 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innu interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivaéné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpedia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

Flask Coating Ziadne

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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