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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Disease

Metastatic site

Applications

Charakteristika

Morphology

Cell type

Bunky NCI-H1299 RFP, modifikované tak, aby obsahovali reportér v géne DAPKL, st uZito¢né nielen na stidium
aktivacie Specifickych génov, ale umoZzriuju aj SirSie pochopenie toho, ako bunky reaguji na epigenetické lieky v
globalnom meradle. Pomocou techniky nazyvanej Cap Analysis of Gene Expression (CAGE) vedci dokazali
podrobne popisat zmeny v mieste zaciatku transkripcie v celom genéme v reakcii na lieCbu DNMTi (DAC), HDACi
(SAHA alebo SB939) alebo ich kombinaciami. Tato metdda odhaluje nielen o¢akavanu reaktivaciu génu DAPKL,
ale aj vznik novych miest Startu transkripcie, nazyvanych lie¢bou indukované neanotované TSS (TINAT), najma
pri liebe liekmi. Tieto nové Startovacie miesta sa zvyc¢ajne nachadzaji v oblastiach genému, ktoré zvycajne
neprodukuju proteiny, a vedu k vzniku novych molekul RNA, ktoré by potencialne mohli kddovat proteiny.

Dal3ia analyza ukazuje, Ze tieto nové molekuly RNA sa niekedy méZu spojit s existujlicimi a vytvorit takzvané
fzne transkripty TINAT-exon. V zavislosti od toho, ako su tieto transkripty spajané, sa mdzu premenit na nové,
netypické proteiny. Tento proces bol potvrdeny laboratérnymi technikami, ktoré dokazuju, Ze tieto transkripty
mozu skutocne viest k tvorbe novych foriem proteinov. Tieto proteiny mézu v bunke abnormalne interagovat
alebo ich imunitny systém rozpozna ako cudzie, ¢o mdZe ponlknut nové ciele pre lie¢bu rakoviny.

Aktivacia tychto TINAT zahfria zloZité zmeny v metylacii DNA aj v modifikaciach histonov, ¢o ilustruje komplexnu
interakciu medzi tymito epigenetickymi faktormi pri liecbe liekmi. Najma kombinované pouZitie DAC a SB939
vykazuje vac¢si ucinok a zvy3uje expresiu tychto novych transkriptov viac, ako ked sa pouZzije jedno z tychto lieciv
samostatne. Pochopenie tychto interakcii a ich vysledkov pomaha objasnit, ako epigenetické terapie menia
spravanie buniek, a otvdra moznosti pre novu lie¢bu rakoviny, ktora vyuziva tieto komplexné molekularne
zmeny.

Ludské

Pluca

Velkobunkovy karciném

Miesto primarneho nadoru (plica)

Vyskum epigenetickej terapie; reaktivacia génu DAPKL; Studie reakcie na lieky typu DNMTi a HDACi; liecbou
indukované neoznacené miesta zaciatku transkripcie (TINAT); transkriptomika metédou CAGE; analyza flznych
transkriptov; produkcia atypickych proteinov z kryptickych promotérov; skrining kombinacii epigenetickych
liekov

Epitelu podobné

Epitelové bunky
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Citation

Biosafety level
NCBI_TaxID
CellosaurusAccessi

GMO Status

Biomolekularne
Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Cytion GmbH | Nikola-Tes

NCI-H1299-EGFP, s rezistenciou na G418 a potlacenym reportérom (DKFZ # P-1045) (katalégové ¢islo
Cytion 300272)

9606
on CVCL_XB25

GMO-S1: Tento derivat linie NCI-H1299 (DKFZ #P-1045) obsahuje stabilne potlaceny reportér EGFP v
lokuse DAPK1, ¢o umozZiiuje meranie epigenetickej reaktivacie. Obsahuje kazetu rezistencie voci G418.
Tato klasifikacia plati iba v Nemecku a v inych krajinach sa méze lisit.

udaje

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)

Dopliite médium o 10 % FBS

Accutase

priblizne 24 az 36 hodin

Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v ¢erstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.
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Seeding 1 a7 3 x 10* buniek/cm?

density

Fluid renewal 2 a7 3-krat tyzdenne

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.

Thawing and

rin e . _ . ‘ .
Culturing Cells 1. Overtesi, ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoze bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekénd liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kdpela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne mieSajte 40 - 60
seklnd, kym nezostane maly ladovy chumac.

4, V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g po¢as 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vietko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. Dodrziavajte zavedené subkultivaéné protokoly na nepretrzity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

Flask Coating Ziadne
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Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
ostatocnym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne - pocas celej prepravy. Po prijati ihne

d ény z hladi drzani [ iblizne -78 °C poc lej Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality a molekularna analyza

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizuélne kontrolujd.
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