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Allgemeine Informationen

Description
Die NCI-H1299-RFP-Zellen, die so modifiziert wurden, dass sie einen Reporter im DAPK1-Gen enthalten, sind
nicht nur fiir die Untersuchung spezifischer Genaktivierung niitzlich, sondern ermoglichen auch ein
umfassenderes Verstandnis dafiir, wie Zellen auf epigenetische Medikamente insgesamt reagieren. Mit Hilfe
einer Technik, die als Cap Analysis of Gene Expression (CAGE) bezeichnet wird, waren die Forscher in der Lage,
Veranderungen an den Stellen im Genom aufzuzeigen, an denen die Transkription als Reaktion auf die
Behandlung mit DNMTi (DAC), HDACi (SAHA oder SB939) oder deren Kombinationen beginnt. Diese Methode
zeigt nicht nur die erwartete Reaktivierung des DAPK1-Gens, sondern auch das Auftreten neuer
Transkriptionsstartstellen, so genannter behandlungsinduzierter, nicht annotierter TSSs (TINATS), vor allem
unter Medikamentenbehandlung. Diese neuen Startstellen befinden sich in der Regel in Regionen des Genomes,
in denen normalerweise keine Proteine gebildet werden, und fiihren zur Entstehung neuer RNA-Molekiile, die
potenziell fiir Proteine kodieren kdnnten.
Weitere Analysen zeigen, dass diese neuen RNA-Molekiile manchmal mit bereits vorhandenen fusionieren
kdnnen, um so genannte TINAT-Exon-Fusionstranskripte zu bilden. Je nachdem, wie diese Transkripte gespleif’t
werden, kdnnen sie zu neuen, atypischen Proteinen werden. Dieser Prozess wurde durch Labortechniken
bestatigt, die zeigen, dass diese Transkripte tatsachlich zur Produktion neuer Proteinformen fiihren konnen.
Diese Proteine kdnnten innerhalb der Zelle abnorm interagieren oder vom Immunsystem als fremd erkannt
werden, was neue Angriffspunkte fiir die Krebstherapie bieten kdnnte.
Die Aktivierung dieser TINATSs ist mit komplizierten Veranderungen der DNA-Methylierung und der
Histonmodifikationen verbunden, was eine komplexe Interaktion zwischen diesen epigenetischen Faktoren
unter medikamentdser Behandlung verdeutlicht. Insbesondere der kombinierte Einsatz von DAC und SB939
zeigt eine grofRere Wirkung und steigert die Expression dieser neuartigen Transkripte starker als die alleinige
Anwendung eines der beiden Medikamente. Das Verstandnis dieser Wechselwirkungen und ihrer Ergebnisse
tragt zur Klarung der Frage bei, wie epigenetische Therapien das Zellverhalten verandern, und eréffnet
Moglichkeiten flir neue Krebsbehandlungen, die sich diese komplexen molekularen Verédnderungen zunutze
machen.

Organism Menschen

Tissue Lunge

Disease Grofizelliges Karzinom

Merkmale

Morphology Epithelahnlich

Growth Adhérent

properties

Regulatorische Daten
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Citation NCI-H1299-EGFP, mit G418-Resistenz und stillgelegtem Reporter (DKFZ # P-1045) (Cytion-
Katalognummer 300272)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_xB25

Biomolekulare Daten

Handhabung

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabiles Glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion-Artikelnummer 820700a)

Medium

Supplements Ergénzen Sie das Medium mit 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Entfernen Sie das alte Medium von den adharenten Zellen und waschen Sie sie mit PBS, das kein Kalzium und
Magnesium enthalt. Fiir T25-Kolben 3-5 ml PBS und fiir T75-Kolben 5-10 ml verwenden. Anschlielend werden
die Zellen vollstandig mit Accutase bedeckt, wobei 1-2 ml fiir T25-Kolben und 2,5 ml fiir T75-Kolben verwendet
werden. Lassen Sie die Zellen 8-10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren, um sie abzuldsen. Nach der
Inkubation mischen Sie die Zellen vorsichtig mit 10 ml Medium, um sie zu resuspendieren, und zentrifugieren sie
dann 3 Minuten lang bei 300xg. Den Uberstand verwerfen, die Zellen in frischem Medium resuspendieren und in
neue Kolben liberfiihren, die bereits frisches Medium enthalten.

Split ratio Empfohlen wird ein Verhiltnis von 1:3 bis 1:4

Fluid renewal 2 bis 3 Mal pro Woche

Freeze Als Kryokonservierungsmedium verwenden wir komplettes Wachstumsmedium (einschlieBlich FBS) + 10 %

medium DMSO fiir eine angemessene Lebensfahigkeit nach dem Auftauen oder CM-1 (Cytion Katalognummer 800100),
das optimierte Osmoprotektoren und Stoffwechselstabilisatoren enthélt, um die Erholung zu verbessern und
kryoinduzierten Stress zu reduzieren.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Vergewissern Sie sich, dass das Flaschchen bei der Lieferung tiefgefroren ist, da die Zellen auf

Trockeneis versandt werden, um wahrend des Transports optimale Temperaturen zu erhalten.

2. Lagern Sie das Kryoflaschchen nach Erhalt entweder sofort bei Temperaturen unter -150 °C, um die
Unversehrtheit der Zellen zu gewéhrleisten, oder fahren Sie mit Schritt 3 fort, wenn eine sofortige
Kultivierung erforderlich ist.

3. Fiir eine sofortige Kultivierung tauen Sie das Flaschchen schnell auf, indem Sie es in ein 37°C warmes
Wasserbad mit sauberem Wasser und einem antimikrobiellen Mittel eintauchen und 40-60 Sekunden
lang vorsichtig schiitteln, bis ein kleiner Eisklumpen zuriickbleibt.

4. Fihren Sie alle weiteren Schritte unter sterilen Bedingungen in einer Abzugshaube durch und
desinfizieren Sie das Kryo-Flaschchen vor dem Offnen mit 70%igem Ethanol.

5. Das desinfizierte Flaschchen vorsichtig 6ffnen und die Zellsuspension unter vorsichtigem Mischen in ein
15-ml-Zentrifugenréhrchen mit 8 ml Kulturmedium bei Raumtemperatur tiberfiihren.

6. Zentrifugieren Sie das Gemisch 3 Minuten lang bei 300 x g, um die Zellen abzutrennen, und verwerfen Sie
den Uberstand mit dem restlichen Gefriermedium vorsichtig.

7. Das Zellpellet vorsichtig in 10 ml frischem Kulturmedium resuspendieren. Bei adhdrenten Zellen die
Suspension auf zwei T25-Kulturflaschen aufteilen; bei Suspensionskulturen das gesamte Medium in eine
T25-Flasche lberfiihren, um eine effektive Zellinteraktion und ein effektives Wachstum zu fordern.

8. Halten Sie sich an die festgelegten Subkulturprotokolle, um ein kontinuierliches Wachstum und die
Aufrechterhaltung der Zelllinie zu gewahrleisten und zuverldssige Versuchsergebnisse zu erzielen.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% 5 befeuchtete Atmosphére.

Flask Coating
Um eine optimale Anheftung und Lebensfahigkeit nach dem Auftauen zu gewéhrleisten, empfehlen wir die

Verwendung von kollagenbeschichteten Flaschen oder Platten.

Freezing
Procedure Kryokonservierte Zelllinien werden auf Trockeneis in einer validierten, isolierten Verpackung mit ausreichend

Kiihlmittel versandt, um wahrend des gesamten Transports eine Temperatur von etwa -78 °C
aufrechtzuerhalten. Priifen Sie den Behalter bei Erhalt sofort und bringen Sie die Fladschchen unverziiglich in ein
geeignetes Lager.
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z::‘pd':;lt?ogns Kryokonservierte Zelllinien werden auf Trockeneis in einer validierten, isolierten Verpackung mit ausreichend
Kuhlmittel versandt, um wahrend des gesamten Transports eine Temperatur von etwa -78 °C
aufrechtzuerhalten. Priifen Sie den Behalter bei Erhalt sofort und bringen Sie die Flaschchen unverziiglich in ein
geeignetes Lager.

Storage

Conditions Zur Langzeitkonservierung werden die Flaschchen in fliissigem Stickstoff bei etwa -150 bis -196 °C gelagert. Eine

Lagerung bei -80 °C ist nur als kurzer Zwischenschritt vor der Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff akzeptabel.

Qualitatskontrolle / Genetisches Profil /| HLA

Sterility
Eine Kontamination mit Mykoplasmen wird sowohl durch PCR-basierte Assays als auch durch

lumineszenzbasierte Mykoplasmen-Nachweisverfahren ausgeschlossen.

Um sicherzustellen, dass keine Kontamination mit Bakterien, Pilzen oder Hefen vorliegt, werden die Zellkulturen
taglich visuell tiberpriift.

STR-Profil Amelogenin: x,y
PEZ6: LCLC-97TM1
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