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Obecné informace

Description
Buriky NCI-H1299 RFP, modifikované tak, aby obsahovaly reportér v genu DAPKL, jsou uZitecné nejen pro

studium aktivace specifickych gend, ale také umozriuji SirSi pochopeni toho, jak buriky reaguji na epigenetické
léky globalné. Pomoci techniky zvané Cap Analysis of Gene Expression (CAGE) byli védci schopni podrobné
popsat zmény v mistech, kde zacina transkripce napfi¢ genomem v reakci na lé¢bu DNMTi (DAC), HDACi (SAHA
nebo SB939) nebo jejich kombinaci. Tato metoda odhaluje nejen ocekavanou reaktivaci genu DAPK1, ale také
vznik novych mist zacatku transkripce, tzv. neanotovanych TSS (TINAT), zejména pfi [é¢bé |éky. Tato nova
startovaci mista se obvykle nachazeji v oblastech genomu, kde se obvykle nevytvareji proteiny, a vedou ke
vzniku novych molekul RNA, které by potencialné mohly kodovat proteiny.

Dalsi analyzy ukazuji, Ze tyto nové molekuly RNA se nékdy mohou spojit se stavajicimi a vytvofit tak tzv. fizni
transkripty TINAT-exon(. V zavislosti na tom, jak jsou tyto transkripty spojeny, se mohou proménit v nové,
netypické proteiny. Tento proces byl potvrzen laboratornimi technikami, které prokazaly, Ze tyto transkripty
mohou skutecné vést k produkci novych forem bilkovin. Tyto bilkoviny mohou v burice abnormalné interagovat
nebo mohou byt imunitnim systémem rozpoznany jako cizi, coZ mize nabidnout nové cile pro |é¢bu rakoviny.

Aktivace téchto TINAT zahrnuje sloZité zmény v metylaci DNA i v modifikacich histond, coZ ilustruje komplexni
interakci mezi témito epigenetickymi faktory pfri lé¢bé [éky. Zejména kombinované pouZiti DAC a SB939
vykazuje vétsi ucinek a zvySuje expresi téchto novych transkriptd vice, nez kdyz je pouZito jedno z téchto léCiv
samostatné. Pochopeni téchto interakci a jejich vysledkd pomaha objasnit, jak epigenetické terapie méni
chovani bunék, a otevird moznosti pro nové zplsoby |éCby rakoviny, které tyto komplexni molekuldrni zmény
vyuzivaji.

Organism Clovék

Tissue Plice

Disease Velkobuné&&ny karcinom
Metastatic site Misto primarniho nadoru (plice)

Applications Vyzkum epigenetické terapie; reaktivace genu DAPK1; studie reakce na léky typu DNMTi a HDACI; lé¢bou
indukované neanotované startovaci body transkripce (TINAT); transkriptomika metodou CAGE; analyza fiznich
transkriptQ; produkce atypickych proteind z kryptickych promotord; screening kombinaci epigenetickych 1€kd

Charakteristika
Morphology Epitelu podobné
Cell type Epitelové buriky
Growth Adherentni
properties
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Regulacni udaje

Citation NCI-H1299-EGFP, s rezistenci na G418 a potla¢enym reportérem (DKFZ ¢. P-1045) (katalogové ¢islo
Cytion 300272)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_xB25

GMO Status GMO-S1: Tento derivat linie NCI-H1299 (DKFZ #P-1045) obsahuje stabilné potlaceny reportér EGFP v
lokusu DAPK1, coz umozriuje sledovani epigenetické reaktivace. Obsahuje kazetu rezistence na G418.
Tato klasifikace plati pouze v Némecku a v jinych zemich se mdzZe lisit.

Biomolekularni data

, I
Zpracovani
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Doplrite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time priblizné 24 aZ 36 hodin

Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a horciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5 ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pricemz pouzijte 1-2 ml pro
bariky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

Split ratio Doporucuje se pomér 1:3 a7 1:4

Seeding 1 a7 3 x 10* bunék/cm?

density

Fluid renewal 2 a7 3krat tydné
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Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzZeni kryovialku bud okamzité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezlistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pratokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvi¢ku a pfeneste buné¢nou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivaéniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation
Atmosphere 37°C,5 %coz’ zvlhéena atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich
metod detekce mykoplazmy.
Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.

Profil STR Amelogenin: x,y

PEZ6: LCLC-97TM1
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