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Informacje ogélne

Description
Linia komérkowa NCI-H1975 jest dobrze ugruntowanym modelem pochodzacym z ludzkiego

niedrobnokomaérkowego raka ptuc (NSCLC), w szczegélnosci gruczolakoraka. Ta linia komérkowa jest
szczegblnie istotna ze wzgledu na podwdjne mutacje w genie receptora naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR).
Zawiera mutacje aktywujaca L858R w eksonie 21 i mutacje T790M w eksonie 20, ktére nadajg opornosc¢ na
inhibitory kinazy tyrozynowej (TKI) pierwszej generacji, takie jak gefitynib i erlotynib. Te cechy genetyczne
sprawiaja, ze NCI-H1975 jest cennym narzedziem do badania mechanizméw opornosci na leki i testowania
inhibitorow EGFR nowej generacji.

Mutacja T790M zmienia kieszen wigzaca ATP w EGFR, zmniejszajac skutecznos$é wezesniejszych inhibitorow
EGFR przy jednoczesnym utrzymaniu aktywnosci sygnalizacyjnej receptora. Ta wtasciwos¢ doprowadzita do
badan nad inhibitorami trzeciej generacji, takimi jak osimertinib, ktore selektywnie celujg w zmutowany EGFR
T790M, oszczedzajac jednoczesnie EGFR typu dzikiego, zmniejszajac efekty poza celem. Badania z
wykorzystaniem NCI-H1975 przyczynity sie do zrozumienia strukturalnego i funkcjonalnego wptywu tych mutacji
na szlaki sygnatowe, w ktérych posredniczy EGFR, w tym na szlaki PI3K/AKT i RAS/RAF/MEK/ERK, kt6re maja
kluczowe znaczenie dla proliferacji i przezycia komérek nowotworowych.

Oprécz swojej roli w badaniach nad opornoscia na leki, NCI-H1975 jest stosowany w przedklinicznych ocenach
terapii skojarzonych, ktére maja na celu przezwyciezenie opornosci poprzez ukierunkowanie na wiele szlakow.
Jego dobrze scharakteryzowany profil genetyczny i molekularny, w tym szczegétowe dane na temat zmian
liczby kopii i krajobrazéw mutacji, ugruntowat jego status jako istotnego modelu w badaniu biologii NSCLC i
rozwoju terapii.

Organism Cztowiek

Tissue Ptuco

Disease Gruczolakorak ptuc
Synonyms NCI-H1975, H-1975, NCIH1975

Charakterystyka

Gender Kobieta
Ethnicity Europejski
Morphology Nabtonek

Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

NCI-H1975 (numer katalogowy Cytion 305067)

9606

CellosaurusAccession CVCL_1511

Dane biomolekularne

Obstuga

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio
Fluid renewal

Freeze
medium
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RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnej glutaminy, w: 2,0 g/L NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820700a)

Uzupetnié podtoze 10% FBS

Accutase

Usun starg pozywke z przylegajacych komdrek i przemyj je PBS, ktdry nie zawiera wapnia i magnezu. W
przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komérki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwdl komérkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesié, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komorki w $wiezej pozywce i przeniesc je do nowych kolb zawierajacych juz Swieza pozywke.

1:2do 1:4

2 do 3razy w tygodniu

Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu
zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa
wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenies¢ zawiesine komadrek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscig 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucié supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakgcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

e =0 -
37°C, 5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub
ptytek pokrytych kolagenem.

Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pd':;lt?ogns Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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