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Celule NCI-H1299-RFP | 300272

Informatii generale

Description
Celulele RFP NCI-H1299, modificate pentru a include un reporter in gena DAPK1, nu sunt utile doar pentru

studierea activarii genelor specifice, ci ofera si o intelegere mai larga a modului in care celulele reactioneaza la
medicamentele epigenetice la nivel global. Prin utilizarea unei tehnici denumite Cap Analysis of Gene Expression
(CAGE), cercetatorii au reusit sa detalieze modificarile locului in care incepe transcriptia Tn intregul genom ca
raspuns la tratamentele cu DNMTi (DAC), HDACi (SAHA sau SB939) sau la combinatiile acestora. Aceasta metoda
releva nu numai reactivarea asteptata a genei DAPKL, ci si aparitia unor noi locuri de pornire a transcriptiei,
denumite TSS-uri neanalizate induse de tratament (TINAT-uri), in special sub tratament medicamentos. Aceste
noi locuri de inceput sunt localizate de obicei in regiuni ale genomului care de obicei nu produc proteine si
conduc la crearea de noi molecule de ARN care ar putea codifica proteine.

Analizele ulterioare arata ca aceste noi molecule de ARN pot fuziona uneori cu cele existente pentru a forma
ceea ce se numeste transcripte de fuziune TINAT-exon. Tn functie de modul in care aceste transcripte sunt
Tmbinate, ele se pot traduce in proteine noi, atipice. Acest proces a fost confirmat prin tehnici de laborator care
demonstreaza ca aceste transcriptii pot duce intr-adevar la producerea de noi forme proteice. Aceste proteine ar
putea interactiona anormal n interiorul celulei sau ar putea fi recunoscute ca strdine de sistemul imunitar,
oferind potential noi tinte pentru terapia cancerului.

Activarea acestor TINAT-uri implica schimbari complexe atat in metilarea ADN-ului, cat si in modificarile
histonelor, ilustrand o interactiune complex3 intre acesti factori epigenetici sub tratament medicamentos. in
special, utilizarea combinatd a DAC si SB939 arata un efect mai mare, stimuland expresia acestor transcriptii noi
mai mult decat atunci cAnd oricare dintre medicamente este utilizat singur. intelegerea acestor interactiuni si a
rezultatelor lor ajuta la clarificarea modului in care terapiile epigenetice modifica comportamentul celular si
deschide posibilitati pentru noi tratamente impotriva cancerului care valorifica aceste modificari moleculare
complexe.

Organism Oom

Tissue Pldman

Disease Carcinom cu celule mari
Metastatic site Localizarea tumorii primare (pl&man)

Applications Cercetarea in domeniul terapiei epigenetice; reactivarea genei DAPK1; studii privind raspunsul la
medicamentele DNMTi si HDACi; TSS-uri neanotate induse de tratament (TINAT); transcriptomica CAGE; analiza
transcrierilor de fuziune; productia de proteine atipice din promotori criptici; screeningul combinatiilor de
medicamente epigenetice

Caracteristici
Morphology De tip epitelial
Cell type Celule epiteliale
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Growth Aderent
properties

Date de reglementare

Citation NCI-H1299-EGFP, cu rezistenta la G418 si reporter silentiat (DKFZ # P-1045) (numar de catalog Cytion
300272)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_XB25

GMO Status GMO-S1: Acest derivat al liniei NCI-H1299 (DKFZ #P-1045) contine un reporter EGFP cu expresie stabila
suprimata Tn locusul DAPK1, ceea ce permite determinarea reactivarii epigenetice. Prezenta a casetei de
rezistentd la G418. Aceasta clasificare se aplica numai in Germania si poate diferi in alte tari.

Date biomoleculare

Manipulare

Culture RPMI 1640, cu: 2,0 mM glutamina stabild, cu: 2,0 g/L NaHCO3 (numdr articol Cytion 820700a)

Medium

Supplements Suplimentati mediul cu 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time aproximativ 24-36 de ore

Subculturing Indepértati mediul vechi de pe celulele aderente si spalati-le cu PBS care nu contine calciu si magneziu. Pentru
flacoanele T25, se utilizeaza 3-5 ml de PBS, iar pentru flacoanele T75, 5-10 ml. Apoi, se acopera celulele complet
cu Accutase, folosind 1-2 ml pentru flacoanele T25 si 2,5 ml pentru flacoanele T75. Lasati celulele la incubare la
temperatura camerei timp de 8-10 minute pentru a le detasa. Dupd incubare, amestecati usor celulele cu 10 ml
de mediu pentru a le resuspenda, apoi centrifugati la 300xg timp de 3 minute. Aruncati supernatantul,
resuspendati celulele Tn mediu proaspat si transferati-le in flacoane noi care contin deja mediu proaspat.

Split ratio delalla5s
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Seeding 1 pand la 3 x 10* celule/cm?

density

Fluid renewal de 2 pan la 3 ori pe sdptadman3

Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
medium adecvatd dupa dezghetare sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati

si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de criogenie.

Thawing and

Culturing Cells . . a . . . “
g 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata
carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curatd si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
o mica aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% inainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara ntr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspenda usor peletul celular in 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5% 00 atmosferd umidificata.

Flask Coating Niciuna
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Freezing

Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toata durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.

Shipping

Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.

Storage

Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa Tntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul Tn azot lichid.

Controlul calitatii si analiza moleculara

Sterility
Contaminarea cu micoplasma este exclusa utilizdnd atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.
Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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