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Generel information

Description
NCI-H1299 RFP-cellerne, der er modificeret til at indeholde en reporter i DAPK1-genet, er ikke kun nyttige til at

studere specifik genaktivering, men giver ogsa en bredere forstaelse af, hvordan celler reagerer pa epigenetiske
leegemidler globalt. Ved at bruge en teknik kaldet Cap Analysis of Gene Expression (CAGE) har forskerne veeret i
stand til at beskrive aendringer i, hvor transkriptionen starter pa tveers af genomet som reaktion pa behandlinger
med DNMTi (DAC), HDACi (SAHA eller SB939) eller kombinationer af disse. Denne metode afslarer ikke kun den
forventede reaktivering af DAPK1-genet, men ogsa fremkomsten af nye transkriptionsstartsteder, kaldet
behandlingsinducerede ikke-annoterede TSS'er (TINAT'er), iseer under leegemiddelbehandling. Disse nye
startsteder er typisk placeret i omrader af genomet, der normalt ikke producerer proteiner, og farer til
dannelsen af nye RNA-molekyler, der potentielt kan kode for proteiner.

Yderligere analyser viser, at disse nye RNA-molekyler nogle gange kan smelte sammen med eksisterende RNA-
molekyler og danne sakaldte TINAT-exon-fusionstranskripter. Afhaengigt af, hvordan disse transkripter splejses,
kan de overseettes til nye, atypiske proteiner. Denne proces er blevet bekraeftet gennem laboratorieteknikker,
der viser, at disse transkripter faktisk kan fere til produktion af nye proteinformer. Disse proteiner kan interagere
unormalti cellen eller blive genkendt som fremmede af immunsystemet, hvilket potentielt kan give nye mal for
kreeftbehandling.

Aktiveringen af disse TINATs involverer indviklede aendringer i bdde DNA-methylering og histonmodifikationer,
hvilket illustrerer et komplekst samspil mellem disse epigenetiske faktorer under leegemiddelbehandling. Isaer
den kombinerede brug af DAC og SB939 viser en starre effekt og eger udtrykket af disse nye transkripter mere,
end nar et af leegemidlerne bruges alene. Forstaelsen af disse interaktioner og deres resultater hjeelper med at
afklare, hvordan epigenetiske terapier andrer cellernes adfeerd, og abner muligheder for nye
kraeftbehandlinger, der udnytter disse komplekse molekylzaere andringer.

Organism Menneske

Tissue Lunge

Disease Storcellet karcinom

Metastatic site Primaer tumorlokalisation (lunge)

Applications Forskning i epigenetisk terapi; reaktivering af DAPK1-genet; undersggelser af respons pa DNMTi- og HDACi-
leegemidler; behandlingsinducerede, ikke-annoterede transkriptionsstartsteder (TINAT er); CAGE-
transkriptomik; analyse af fusionstranskripter; atypisk proteinproduktion fra kryptiske promotorer; screening af
epigenetiske laegemiddelkombinationer

Karakteristika
Morphology Epitel-lignende
Cell type Epitheliale celler
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Growth Vedhaeftende
properties
Regulatoriske data
Citation NCI-H1299-EGFP, med G418-resistens og inaktiveret reporter (DKFZ # P-1045) (Cytion-katalognummer
300272)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_XB25

GMO Status GMO-S1: Dette NCI-H1299-derivat (DKFZ #P-1045) indeholder en stabilt inaktiveret EGFP-reporter i
DAPK1-lokuset, hvilket muligger maling af epigenetisk reaktivering. G418-resistenskassette til stede.
Denne klassificering geelder kun i Tyskland og kan vaere anderledes andre steder.

Biomolekylare data

Handtering
Culture RPMI 1640, m: 2,0 mM stabil glutamin, m: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion artikelnummer 820700a)
Medium
Supplements Suppler mediet med 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time ca. 24 til 36 timer

Subculturing Fjern det gamle medium fra de klaebende celler, og vask dem med PBS, der ikke indeholder calcium og
magnesium. Brug 3-5 ml PBS til T25-kolber og 5-10 ml til T75-kolber. Daek derefter cellerne helt med Accutase,
brug 1-2 ml til T25-kolber og 2,5 ml til T75-kolber. Lad cellerne inkubere ved stuetemperatur i 8-10 minutter for
at lasne dem. Efter inkubationen blandes cellerne forsigtigt med 10 ml medium for at resuspendere dem, og
centrifugeres derefter ved 300xg i 3 minutter. Kassér supernatanten, resuspender cellerne i frisk medium, og
overfgr dem til nye kolber, der allerede indeholder frisk medium.

Split ratio 1til5
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Seeding
density

Fluid renewal

Freeze
medium

Thawing and
Culturing Cells

1til 3 x 10* celler/cm?

2til 3 gange om ugen

Som kryopraeserveringsmedium bruger vi komplet vaekstmedium (inklusive FBS) + 10 % DMSO for tilstraekkelig
levedygtighed efter optening eller CM-1 (Cytion-katalognummer 800100), som indeholder optimerede
osmobeskyttende stoffer og metaboliske stabilisatorer for at forbedre genopretningen og reducere kryo-
induceret stress.

1. Bekreeft, at haetteglasset forbliver dybfrosset ved levering, da cellerne sendes pa teris for at opretholde
optimale temperaturer under transport.

2. Ved modtagelsen skal du enten straks opbevare kryohaetteglasset ved temperaturer under -150 °C for at
sikre, at cellernes integritet bevares, eller ga videre til trin 3, hvis gjeblikkelig dyrkning er pakraevet.

3. Ved gjeblikkelig dyrkning optes haetteglasset hurtigt ved at nedsaenke det i et 37 °C varmt vandbad med
rent vand og et antimikrobielt middel og rgre forsigtigt i 40-60 sekunder, indtil der kun er en lille isklump
tilbage.

4. Udfer alle efterfalgende trin under sterile forhold i en flowheaette, og desinficer kryovialet med 70 %
ethanol, for det dbnes.

5. Abn forsigtigt det desinficerede haetteglas, og overfar cellesuspensionen til et 15 ml centrifugerer, der
indeholder 8 ml kulturmedium ved stuetemperatur, og bland forsigtigt.

6. Centrifuger blandingen ved 300 x g i 3 minutter for at adskille cellerne, og kassér omhyggeligt
supernatanten, der indeholder resterende frysemedium.

7. Resuspender forsigtigt cellepelleten i 10 ml frisk dyrkningsmedium. For klaebende celler deles
suspensionen mellem to T25-kulturkolber; for suspensionskulturer overfgres alt mediet til en T25-kolbe
for at fremme effektiv celleinteraktion og -veekst.

8. Overhold etablerede subkulturprotokoller for fortsat vaekst og vedligeholdelse af cellelinjen, hvilket
sikrer palidelige eksperimentelle resultater.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5% s befugtet atmosfaere.

Flask Coating Ingen
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Freezing

Procedure Kryopraeserverede cellelinjer sendes pa teris i valideret, isoleret emballage med tilstraekkeligt kelemiddel til at
opretholde ca. -78 °C under hele transporten. Ved modtagelse skal beholderen straks inspiceres, og
haetteglassene skal straks overfares til passende opbevaring.

Shipping

Conditions Kryopraeserverede cellelinjer sendes pa teris i valideret, isoleret emballage med tilstraekkeligt kelemiddel til at
opretholde ca. -78 °C under hele transporten. Ved modtagelse skal beholderen straks inspiceres, og
haetteglassene skal straks overfores til passende opbevaring.

Storage

Conditions For langtidsopbevaring anbringes haetteglas i flydende nitrogen i dampfase ved ca. -150 til -196 °C. Opbevaring

ved -80 °C er kun acceptabelt som et kort mellemtrin for overfarsel til flydende nitrogen.

Kvalitetskontrol og molekylaer analyse

Sterility
Mycoplasma-kontaminering udelukkes ved hjzelp af bade PCR-baserede assays og luminescensbaserede
mycoplasma-detektionsmetoder.
For at sikre, at der ikke er nogen bakterie-, svampe- eller gaerforurening, underkastes cellekulturerne daglige
visuelle inspektioner.
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