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NCI-H1299, znama aj ako H1299, je ludska bunkova linia nemalobunkového karcindmu plic (NSCLC), ktora bola
izolovana z metastazy v lymfatickych uzlinach dospelého muzského pacienta s karcinmom plic. Spolu s
bunkami H292 sa H1299 Siroko vyuZiva ako model NSCLC vo vyskume bioldgie rakoviny aimuno-onkoldgie.
Bunkova linia vykazuje epitelidlnu morfoldgiu charakterizovant adhezivnymi, splostenymi bunkami s hribkou
mensou ako 5 um a pribliznym zdvojnasobenim za 22-30 hodin. Bunky H1299 exprimuju keratin a vimentin, ale
su negativne na neurofilamentovy tripletovy protein, ¢o odzrkadluje fenotyp s epitelialnymi aj
mezenchymovymi charakteristikami.

Z genetického hladiska bunky H1299 obsahuju homozygotnu ¢iastocnu deléciu v géne TP53, ¢o ma za nasledok
Uplnd stratu expresie proteinu p53. Tato linia sa vyznacuje aj divokym typom KRAS, ¢im sa odliSuje od inych
modelov NSCLC, ako st bunky A549, ktoré nest endogénne mutacie KRAS. Vzhladom na absenciu funkénej p53
signalizacie v kombindcii s intaktnym KRAS sa bunky H1299 ¢asto pouZivaju na Stddium biolégie tumorovych
supresorov, onkogénnych signalnych drah, apoptdzy, metastazovania a mechanizmov terapeutickej rezistencie.
V porovnani s viac epitelialnymi bunkovymi liniami NSCLC, ako st A549, bunky H1299 vykazuju viac
mezenchymovy fenotyp so zniZzenou expresiou epitelidlnych markerov, ¢o ich robi obzvlast uZitoénymi pre
vyskum epitelidlno-mezenchymovej transformacie (EMT), invazie a metastatického progresu.

Bolo tieZ zaznamenané, Ze bunky H1299 syntetizuji neuropeptid neuromedin B (NMB) v nizkych hladinach,
pri¢om nemaju zistitelnu produkciu peptidu uvolfiujiceho gastrin (GRP). Ich robustné rastové charakteristiky,
vysoka transfekovatelnost a dobre charakterizované molekularne pozadie prispeli k ich Sirokému vyuzitiu v
stadiach zahfnajucich cielené terapie, Gpravu génov, imunitne sprostredkovant cytotoxicitu a nadvazujice
signalne drahy asociované s KRAS. Rovnako ako pri vSetkych modeloch nadorovych buniek kultivovanych
dlhodobo, odportca sa pravidelné overovanie a potvrdzovanie klicovych molekularnych vlastnosti, aby sa
zabezpecila reprodukovatelnost experimentov.
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Regulacne udaje

Citation NCI-H1299 (katal6gové &islo Cytion 300485)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0060

Biomolekularne udaje

Spracovanie

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

Medium

Supplements Doplrite médium o 10 % FBS, pridajte 2,5 g/l glukdzy a 10 mM HEPES

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 poufzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
minUty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v Cerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

Fluid renewal 2 a7 3-krét tyzdenne

Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouZivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

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

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na
suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

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

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, 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 flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného 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 Gc¢innd interakciu a rast buniek.

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

o £o " ,
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

Ziadne

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd 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.

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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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injek¢né 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 vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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