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Altalanos informaciok

Description
Az NCI-H1299 RFP sejtek, amelyeket gy mddositottak, hogy a DAPK1 génben egy riportert tartalmazzanak, nem

csak a specifikus génaktivacio tanulmanyozasara alkalmasak, hanem szélesebb kor(i megértést is nyujtanak
arrdl, hogy a sejtek hogyan reagalnak az epigenetikus gyogyszerekre globalisan. A Cap Analysis of Gene
Expression (CAGE) nevti technika alkalmazasaval a kutatok képesek voltak részletesen bemutatni, hogy a DNMTi
(DAC), HDACi (SAHA vagy SB939), illetve ezek kombinacidjaval végzett kezelések hatasara a genomban hol
kezd6dik a transzkripcié. Ez a modszer nemcsak a DAPK1 gén varhato reaktivalodasat tarja fel, hanem dj
transzkripcidinditasi helyek, az igynevezett kezelés altal indukalt, nem jegyzett TSS-ek (TINAT) megjelenését is,
kulonosen gyogyszeres kezelés alatt. Ezek az Uj inditohelyek jellemz6en a genom olyan régidiban talalhatok,
amelyek altalaban nem termelnek fehérjéket, és (j RNS-molekulak létrejottéhez vezetnek, amelyek
potencialisan fehérjéket kddolhatnak.

Tovabbi elemzések azt mutatjak, hogy ezek az (j RNS-molekuldk néha 6sszeolvadhatnak a mar meglévikkel, és
Ugynevezett TINAT-exon flzids transzkriptumokat alkotnak. Attol fliggéen, hogy ezek a transzkriptumok hogyan
splicerez6dnek, Uj, atipikus fehérjékké alakulhatnak. Ezt a folyamatot laboratériumi technikakkal igazoltak,
amelyek bizonyitjak, hogy ezek az atiratok valoban Uj fehérjeformak el6allitdsdhoz vezethetnek. Ezek a fehérjék
rendellenes kolcsonhatéasba [éphetnek a sejten beliil, vagy azimmunrendszer idegen anyagként ismerheti fel
Gket, ami Uj célpontokat kinalhat a rakterapia szamara.

Ezeknek a TINAT-oknak az aktivalasa bonyolult valtozasokat von maga utan mind a DNS-metilacidban, mind a
hisztonmddosulasokban, ami a gydgyszeres kezelés alatt all6 epigenetikai tényez6k kozotti osszetett
kolcsonhatast mutatja. Kulénosen a DAC és az SB939 kombinalt alkalmazasa mutat nagyobb hatést, jobban
fokozva ezen Uj transzkriptek expresszidjat, mint amikor barmelyik gydgyszert 6nmagaban alkalmazzak.
Ezeknek a kolcsonhatasoknak és eredményeiknek a megértése segit tisztazni, hogy az epigenetikai terapiak
hogyan valtoztatjak meg a sejtek viselkedését, és Uj lehet6ségeket nyit meg olyan (j rakkezelések szamara,
amelyek kihasznaljak ezeket az 6sszetett molekularis valtozasokat.

Organism Emberi

Tissue Tudé

Disease Nagysejtes karcinéma
Metastatic site Az elsédleges daganat helye (tiid8)

Applications Epigenetikai terapiaval kapcsolatos kutatasok; a DAPK1 gén reaktivalasa; a DNMTi- és HDACi-gydgyszerekre
adott valasz vizsgélata; kezelés altal kivaltott, még nem annotalt transzkripcids kezdépontok (TINAT-ok); CAGE-
transzkriptomika; fizids transzkriptumok elemzése; rejtett prométerekbdl szarmazé atipikus fehérjetermelés;
epigenetikai gyogyszerkombinacidk szlirése

”
Jellemzok
Morphology Epithelszer(i
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Cell type Epithel sejtek
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation NCI-H1299-EGFP, G418-rezisztens és elnémitott riporterrel (DKFZ # P-1045) (Cytion katalogusszam:
300272)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_XB25

GMO Status GMO-S1: Ez az NCI-H1299 szarmazék (DKFZ #P-1045) egy stabilan elnémitott EGFP-riportert tartalmaz a
DAPK1 [6kuszban, ami lehet6vé teszi az epigenetikus reaktivacio kimutatasat. G418-rezisztencia kazetta
jelen van. Ez a besorolas kizardlag Németorszag terliletén érvényes, mas orszagokban eltérd lehet.

Biomolekularis adatok

[ d
A kezelese
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabil glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion 820700a cikkszam)
Medium
Supplements Ataptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time kb. 24-36 6ra

Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrdl, és mossa 6ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-
6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznélva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan 6vatosan keverjik 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
felulUszét, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at ket (j lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.
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Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Freeze
medium

Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

1-5

1-3 x 10* sejt/cm?

hetente 2-3 alkalommal

Krioprezervald taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a
megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralodas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.

1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szérazjégen
széllitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids Uiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig dvatosan
kevergetjlik, amig egy kis jégcsomé nem marad.

4, Az bsszes tovabbi lépést steril korilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas eldtt
fertétlenitstk a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolt, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazé feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Ujra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatés és ndvekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos ndvekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

R Rl 2
37°C, 5 /Ocoz’ parasitott légkor.
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Flask Coating Nincs
Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hlit6kozeggel,

hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfelels tarolhelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze 4t az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

Storage

Conditions HosszU tavd tartdsitas céljabol helyezze az livegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, kortilbeliil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe val¢ atvitel elétt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés

Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezddés elkerlilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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