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Bendra informacija

Description
NCI-H1299 RFP lastelés, modifikuotos taip, kad j jas blty jtrauktas DAPK1 geno reporteris, yra naudingos ne tik

tiriant konkretaus geno aktyvavima, bet ir padeda placiau suprasti, kaip lastelés reaguoja j epigenetinius vaistus
visame pasaulyje. Taikydami metoda, vadinama geny raiskos analize (Cap Analysis of Gene Expression, CAGE),
tyréjai galéjo iSsamiai nustatyti, kur genome prasideda transkripcija, reaguojant j gydyma DNMTi (DAC), HDACi
(SAHA arba SB939) ar jy deriniais. Sis metodas atskleidZia ne tik tikéting DAPK1 geno reaktyvacijg, bet ir naujy
transkripcijos pradzios viety, vadinamy gydymo sukeltomis neanotuotomis TSS (TINAT), atsiradima, ypac
gydant vaistais. Sios naujos pradZios vietos paprastai yra genomo srityse, kuriose paprastai nesukuriami
baltymai, ir jose susidaro naujos RNR molekulés, galincios koduoti baltymus.

Tolesné analizé rodo, kad Sios naujos RNR molekulés kartais gali susijungti su jau egzistuojanciomis
molekulémis ir sudaryti vadinamuosius TINAT ir eksony sintezés transkriptus. Priklausomai nuo to, kaip Sie
transkriptai yra sujungiami, jie gali virsti naujais netipiniais baltymais. Sis procesas patvirtintas laboratoriniais
metodais, kurie rodo, kad $ie transkriptai i§ tiesy gali lemti naujy baltymy formy gamyba. Sie baltymai gali
nejprastai saveikauti l[asteléje arba buti imuninés sistemos atpazjstami kaip svetimkdniai, o tai gali bati nauji
vézio gydymo taikiniai.

Siy TINAT aktyvavimas susijes su sudétingais DNR metilinimo ir histony modifikacijy poky¢iais, o tai rodo
sudétinga Siy epigenetiniy veiksniy saveika gydant vaistais. Ypac didelis poveikis pasireiskia kartu naudojant
DAC ir SB939, kurie padidina $iy naujy transkripty raiska labiau nei naudojant vieng i $iy vaisty. Siy saveiky ir jy
rezultaty supratimas padeda iSsiaiskinti, kaip epigenetiniai gydymo bidai keicia lasteliy elgsena, ir atveria
galimybes naujiems vézio gydymo blidams, kurie panaudoja Siuos sudétingus molekulinius pokycius.

Organism Zmogus

Tissue Plaudiai

Disease Dideliy lasteliy karcinoma
Metastatic site Pirminio naviko lokalizacija (plauciai)

Applications Epigenetinés terapijos tyrimai; DAPK1 geno reaktyvavimas; tyrimai dél reakcijos j DNMTi ir HDACi vaistus;
gydymo sukeltos neanotuotos transkripcijos pradzios vietos (TINAT); CAGE transkriptomika; jungtiniy
transkripty analizé; netipiniy baltymy sintezé is paslépty promotoriy; epigenetiniy vaisty deriniy atranka

Charakteristikos
Morphology | epitelj panasus
Cell type Epitelio lastelés
Growth Prigludes
properties
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Reguliavimo duomenys

Citation NCI-H1299-EGFP, atsparus G418 ir su nutildytu reporteriniu genu (DKFZ # P-1045) (Cytion katalogo
numeris 300272)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_XB25

GMO Status GMO-S1: Sis NCI-H1299 darinys (DKFZ #P-1045) turi stabiliai nutildyta EGFP reporterj DAPK1 lokuse,
leidZiantj nustatyti epigenetinj reaktyvavima. Yra G418 atsparumo kaseté. Si klasifikacija galioja tik
Vokietijoje ir kitose Salyse gali skirtis.

Biomolekuliniai duomenys

Tvarkymas

Culture RPMI 1640, $: 2,0 mM stabilus glutaminas, $: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion gaminio numeris 820700a)

Medium

Supplements Papildykite terpe 10 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time mazdaug nuo 24 iki 36 valandy

Subculturing Pasalinkite sena terpe nuo prilipusiy lasteliy ir nuplaukite jas PBS, kuriame néra kalcio ir magnio. T25 kolboms
naudokite 3-5 ml PBS, o T75 kolboms - 5-10 ml. Tuomet visiskai uzpilkite lasteles "Accutase", naudodami 1-2 ml
T25 kolboms ir 2,5 ml T75 kolboms. Leiskite lasteléms inkubuotis kambario temperatiroje 8-10 minuciy, kad jos
atsiskirty. Po inkubacijos atsargiai sumaisykite lasteles su 10 ml terpés, kad jos vél suspenduoty, tada 3 minutes
centrifuguokite 300xg greiciu. ISmeskite supernatanta, vél sutirpinkite lasteles SvieZioje terpéje ir perkelkite jas j
naujas kolbas, kuriose jau yra SvieZia terpé.

Split ratio 1-5

Seeding nuo 1 iki 3 x 10* lasteliy/cm?

density

Fluid renewal 2-3 kartus per savaite
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Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiska augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO, kad baty uztikrintas

medium tinkamas gyvybingumas po atsildymo, arba CM-1 (Cytion katalogo numeris 800100), kurioje yra optimizuoty
osmoprotektoriy ir medZiagy apykaitos stabilizatoriy, kad bty pagerintas atsigavimas ir sumaZintas
kriokonservavimo sukeltas stresas.

Thawing and

Culturing Cells 1. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uzsaldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu bity palaikoma optimali temperatara.

2. Gave i karto laikykite kriovialg Zemesnéje nei -150 °C temperatiroje, kad uztikrintuméte lasteliy
vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

3. Jeinorite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliukg panardindami jj j 37 °C temperatiros
vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundZziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

4. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
meégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatlros mitybinés terpés, atsargiai iSmaisykite.

6. Misinj centrifuguokite 300 x g greiciu 3 minutes, kad atsiskirty lastelés, ir atsargiai iSmeskite
supernatanta su Saldymo terpés likuciais.

7. Svelniai resuspenduokite |3steliy granules 10 ml $vieZios mitybinés terpés. Jei lastelés yra prigludusios,
suspensija padalykite j dvi T25 kolbas; jei tai suspensinés kultros, visa terpe perkelkite j vieng T25
kolba, kad paskatintuméte veiksminga lasteliy saveika ir augima.

8. Laikykités nustatyty subkultiry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir bty palaikoma, taip
uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y drékintoje atmosferoje.

Flask Coating Néra

Freezing
Procedure Kriokonservuotos lagsteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu

kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami ja apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.
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Shipping

Conditions Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu buty palaikoma mazdaug -78 °C temperatiira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Storage

Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skysta azota mazdaug -150-196 °C temperattroje.

Laikymas -80 °C temperatiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé ir molekuliné analizé

Sterility
Mikoplazmos uzterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos
aptikimo metodus.
Siekiant uztikrinti, kad nebuty uzterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielémis, lasteliy kultiiros kasdien vizualiai
tikrinamos.
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