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Informacje ogélne

Description

Organism

Tissue

Disease

Komorki NCI-H1299 RFP, zmodyfikowane tak, aby zawieraty reporter w genie DAPKL, s3 nie tylko przydatne do
badania aktywacji okreslonych gendw, ale takze zapewniaja szersze zrozumienie tego, jak komorki reaguja
globalnie na leki epigenetyczne. Korzystajac z techniki zwanej Cap Analysis of Gene Expression (CAGE),
naukowcy byli w stanie szczegétowo okresli¢ zmiany w miejscu rozpoczecia transkrypcji w catym genomie w
odpowiedzi na leczenie DNMTi (DAC), HDACi (SAHA lub SB939) lub ich kombinacjami. Metoda ta ujawnia nie
tylko oczekiwana reaktywacje genu DAPK1, ale takze pojawienie sie nowych miejsc startu transkrypcji, zwanych
indukowanymi leczeniem nieanotowanymi TSS (TINAT), szczegdlnie pod wptywem leczenia farmakologicznego.
Te nowe miejsca startu sa zwykle zlokalizowane w regionach genomu, ktéore zwykle nie wytwarzaja biatek i
prowadza do tworzenia nowych czasteczek RNA, ktére moga potencjalnie kodowac biatka.

Dalsza analiza pokazuje, ze te nowe czasteczki RNA moga czasami taczyc sie z istniejacymi, tworzac tak zwane
transkrypty fuzyjne TINAT-exon. W zaleznosci od tego, w jaki sposdb te transkrypty sa tagczone, moga one
przektadad sie na nowe, nietypowe biatka. Proces ten zostat potwierdzony za pomoca technik laboratoryjnych,
ktére wykazaty, ze transkrypty te moga rzeczywiscie prowadzi¢ do produkcji nowych form biatek. Biatka te
moga wchodzi¢ w nieprawidtowe interakcje w komorce lub by¢ rozpoznawane jako obce przez uktad
odpornosciowy, potencjalnie oferujac nowe cele dla terapii przeciwnowotworowej.

Aktywacja tych TINAT wiaze sie ze skomplikowanymi zmianami zaréwno w metylacji DNA, jak i modyfikacjach
histondw, co ilustruje ztozona interakcje miedzy tymi czynnikami epigenetycznymi pod wptywem leczenia
farmakologicznego. W szczegdlnosci, potaczone stosowanie DAC i SB939 wykazuje wiekszy efekt, zwiekszajac
ekspresje tych nowych transkryptoéw bardziej niz w przypadku stosowania kazdego z lekéw osobno.
Zrozumienie tych interakgji i ich wynikow pomaga wyjasni¢, w jaki sposob terapie epigenetyczne zmieniaja
zachowanie komorek i otwiera mozliwosci dla nowych metod leczenia raka, ktore wykorzystuja te ztozone
zmiany molekularne.

Cztowiek

Ptuco

Rak wielkokomdrkowy

Charakterystyka

Morphology

Growth
properties

Podobny do nabtonka

Adherent

Dane regulacyjne

Citation
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NCI-H1299-EGFP, z opornoscia na G418 i wyciszonym reporterem (DKFZ nr P-1045) (numer katalogowy
Cytion 300272)
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Biosafety level

NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_xB25

Dane biomolekularne

Obstuga

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio
Fluid renewal

Freeze
medium
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RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnej glutaminy, w: 2,0 g/L NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820700a)

Uzupetnié podtoze 10% FBS

Accutase

Usun starg pozywke z przylegajacych komdrek i przemyj je PBS, ktdry nie zawiera wapnia i magnezu. W
przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komérki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél komérkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesié, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komorki w $wiezej pozywce i przeniesc je do nowych kolb zawierajacych juz $wieza pozywke.

Zalecany jest stosunek 1:3do 1:4

2 do 3razy w tygodniu

Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu
zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa
wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenies¢ zawiesine komadrek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscig 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucié supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakgcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

e =0 -
37°C, 5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub
ptytek pokrytych kolagenem.

Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pd':;lt?ogns Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.

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