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VSEOBECNE INFORMACIE

Popis

Bunkova linia NCI-H1975 je dobre zavedeny model odvodeny od ludského nemalobunkového karcindmu plic (NSCLC), konkrétne

adenokarcindmu. Tato bunkova linia je obzvlast vyznamné vdaka dvojitym mutaciam v géne pre receptor epidermalneho rastového faktora
(EGFR). Obsahuje aktivacni mutaciu L858R v exdéne 21 a mutaciu T790M v exdne 20, ktora spésobuje rezistenciu na inhibitory tyrozinkinazy

(TKI) prvej generéacie, ako su gefitinib a erlotinib. Vdaka tymto genetickym vlastnostiam je NCI-H1975 cennym nastrojom na Stidium

mechanizmov rezistencie na lieky a testovanie inhibitorov EGFR novej generécie.
Mutécia T790M meni ATP-viaZucu kapsu EGFR, ¢im znizuje G¢innost’ predchadzajlcich inhibitorov EGFR a zaroven zachovava signalizacnu

aktivitu receptora. Tato vlastnost' podnietila vyskum inhibitorov tretej generacie, ako je napriklad osimertinib, ktoré selektivne pésobia na

mutantny EGFR T790M, pricom $etria divoky typ EGFR, &m zniZuju G¢inky mimo ciela. Stadie s pouzitim NCI-H1975 prispeli k pochopeniu

Strukturalnych a funk&nych vplyvov tychto mutécii na signalne drahy sprostredkované EGFR vratane naslednych Gc€inkov na drahy PI3K/AKT
a RAS/RAF/MEKI/ERK, ktoré su klu€ové pri proliferacii a prezivani nadorovych buniek.
Okrem ulohy vo vyskume rezistencie na lieky sa NCI-H1975 pouziva v predklinickych hodnoteniach kombinovanych terapii, ktorych cielom je
prekonat’ rezistenciu zameranim sa na viaceré drahy. Jeho dobre charakterizovany geneticky a molekularny profil vratane podrobnych Gdajov

0 zmenach v pocte kopii a mutacnom prostredi upevnil jeho postavenie ako zakladného modelu pri Stddiu biolégie NSCLC a vyvaiji liecby.
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MANIPULACIA A KULTIVACIA

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

Inkuba¢na atmosféra 37 °C, 5 %CO02, zvlhcena atmosféra.

Doplnky stravy
Doplrite médium o 10 % FBS

Disociac¢né ¢inidlo Accutase

RozmnoZovanie kultir

Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a
pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Uplne 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 minut, aby sa oddelili. Po inkubé&cii 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 flia$, ktoré uz obsahuji Cerstvé médium.

Obnova kvapaliny 2 az 3-krat tyzdenne

Rozmrazovanie a kultivacia

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

KONTROLA KVALITY A KRYOKONZERVACIA

Sterilita

Kontaminacia mykoplazmami sa vylu€uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem zaloZzenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa denne vizualne kontroluju.

Mrazové médium Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 %
DMSO na zabezpecenie primeranej zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové
Cislo 800100 spolocnosti Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a
metabolické stabilizatory na zlepSenie obnovy a zniZenie stresu spésobeného kryo.

Podmienky skladovania

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.

Dopravné podmienky

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

DARCA
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PRAVNE INFORMACIE A BEZPECNOST

Bezpecnostné opatrenia

Pri planovani uskladnenia kryovirusu v kvapalnom dusiku na buddce rozmrazenie je potrebné dodrziavat prisne bezpe€nostné opatrenia.

Vhodné ochranné rukavice a odev st nevyhnutné a pocas prenosu zmrazenych vzoriek do nadrze s tekutym dusikom alebo z nej sa
vyzaduje pouZzivanie tvarovej masky alebo ochrannych okuliarov. Je to z dévodu zniZenia rizika poranenia v dosledku moznej explézie
kryovirusu pri vyberani, ktord m6ze mat za nasledok vymrstenie ostrych tlomkov.

Zaruka

V spolo¢nosti Cytion si stojime za kvalitou a zivotaschopnostou naSich produktov.

Garantujeme, Ze naSe bunky budu zivotaschopné na zaciatku kultivacie po€as 60 dni po odoslani z naSich zariadeni.
Zarucujeme, Ze vSetky materialy zodpovedaju Specifikaciam opisanym v certifikate analyzy a/alebo v produktovom liste
Uplné informacie najdete v naSom <a href=""/Kto sme/zaruka/" hreflang=""x-default"">Viyhlaseni o zaruke

Je potrebna dohoda o prenose Yes
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