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Buriky NCI-H1299 RFP, modifikované tak, aby obsahovaly reportér v genu DAPK1, jsou uzite¢né nejen pro studium aktivace specifickych

genl, ale také umoziuji $irsi pochopeni toho, jak buriky reaguji na epigenetické Iéky globalné. Pomoci techniky zvané Cap Analysis of Gene
Expression (CAGE) byli védci schopni podrobné popsat zmény v mistech, kde zacina transkripce napfic genomem v reakci na [éCbu DNMTi
(DAC), HDACI (SAHA nebo SB939) nebo jejich kombinaci. Tato metoda odhaluje nejen o€ekavanou reaktivaci genu DAPK1, ale také vznik
novych mist zaCatku transkripce, tzv. neanotovanych TSS (TINAT), zejména pri 1éCbé 1éky. Tato nova startovaci mista se obvykle nachazeji v
oblastech genomu, kde se obvykle nevytvareji proteiny, a vedou ke vzniku novych molekul RNA, které by potencialné mohly kédovat proteiny.
Dalsi analyzy ukazuii, Ze tyto nové molekuly RNA se nékdy mohou spoijit se stavajicimi a vytvorit tak tzv. fazni transkripty TINAT-exon(. V
zavislosti na tom, jak jsou tyto transkripty spojeny, se mohou proménit v nové, netypické proteiny. Tento proces byl potvrzen laboratornimi
technikami, které prokazaly, Ze tyto transkripty mohou skute¢né vést k produkci novych forem bilkovin. Tyto bilkoviny mohou v burice
abnormalné interagovat nebo mohou byt imunitnim systémem rozpoznany jako cizi, coz mdze nabidnout nové cile pro Ié€bu rakoviny.
Aktivace téchto TINAT zahrnuje slozité zmény v metylaci DNA i v modifikacich histond, coz ilustruje komplexni interakci mezi témito
epigenetickymi faktory pfi IéCbé Iéky. Zejména kombinované pouziti DAC a SB939 vykazuje vétSi Gcinek a zvySuje expresi téchto novych
transkriptl vice, nez kdyZ je pouzito jedno z téchto Ié¢iv samostatné. Pochopeni téchto interakci a jejich vysledkd pomahéa objasnit, jak
epigenetické terapie méni chovani bunék, a otevira moznosti pro nové zplsoby IéEby rakoviny, které tyto komplexni molekularni zmény
vyuzivaji.

OBECNE INFORMACE

Popis

Buriky NCI-H1299 RFP, modifikované tak, aby obsahovaly reportér v genu DAPKZ1, jsou uZite¢né nejen pro studium aktivace specifickych
gen(, ale také umoziuji 3irsi pochopeni toho, jak buriky reaguji na epigenetické Iéky globaln&. Pomoci techniky zvané Cap Analysis of Gene
Expression (CAGE) byli védci schopni podrobné popsat zmény v mistech, kde zac¢ina transkripce napfic genomem v reakci na [é¢bu DNMTi
(DAC), HDACI (SAHA nebo SB939) nebo jejich kombinaci. Tato metoda odhaluje nejen oCekavanou reaktivaci genu DAPK1, ale také vznik
novych mist zacatku transkripce, tzv. neanotovanych TSS (TINAT), zejména pri IéCbé Iéky. Tato nova startovaci mista se obvykle nachazeji v
oblastech genomu, kde se obvykle nevytvareji proteiny, a vedou ke vzniku novych molekul RNA, které by potencialné mohly kédovat proteiny.
Dalsi analyzy ukazuji, Ze tyto nové molekuly RNA se nékdy mohou spojit se stavajicimi a vytvorit tak tzv. fazni transkripty TINAT-exon(. V
zavislosti na tom, jak jsou tyto transkripty spojeny, se mohou proménit v nové, netypické proteiny. Tento proces byl potvrzen laboratornimi
technikami, které prokazaly, Ze tyto transkripty mohou skutec¢né vést k produkci novych forem bilkovin. Tyto bilkoviny mohou v burice
abnormalné interagovat nebo mohou byt imunitnim systémem rozpoznany jako cizi, coz mdZe nabidnout nové cile pro Ié€bu rakoviny.
Aktivace téchto TINAT zahrnuje sloZité zmény v metylaci DNA i v modifikacich histon(, coz ilustruje komplexni interakci mezi témito
epigenetickymi faktory pfi Ié¢bé Iéky. Zejména kombinované pouziti DAC a SB939 vykazuje vétsi G€inek a zvySuje expresi téchto novych
transkript( vice, nez kdyZ je pouZzito jedno z t&chto Ié¢iv samostatné&. Pochopeni t&chto interakci a jejich vysledkd pomahéa objasnit, jak
epigenetické terapie méni chovani bunék, a otevira moznosti pro nové zplsoby IéEby rakoviny, které tyto komplexni molekularni zmény
vyuzivaji.

Tkan Plice

Nemoc Velkobunécny karcinom

Misto metastazy Misto primarniho nadoru (plice)
Aplikace

Vyzkum epigenetické terapie; reaktivace genu DAPK1; studie reakce na léky typu DNMTi a HDACI; Ié€bou indukované neanotované
startovaci body transkripce (TINAT); transkriptomika metodou CAGE; analyza faznich transkriptQ; produkce atypickych proteind z kryptickych
promotor(; screening kombinaci epigenetickych I€kd

KLASIFIKACE

Organismus Clovék

Ristové vlastnosti PFivrZzenec

Stav GMO GMO-S1
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Podrobnosti o statusu GMO

GMO-S1: This NCI-H1299 derivative (DKFZ #P-1045) contains a stably silenced EGFP reporter in the DAPK1 locus enabling epigenetic
reactivation readout. G418-resistance cassette present. This classification applies only within Germany and may differ elsewhere.

Uroven biologické bezpeénosti 1

CHARAKTERISTIKA

Morfologie Epitelu podobné
Typ burnky Epitelové bunky
Doba zdvojnasobeni pfiblizné 24 aZz 36 hodin

IDENTIFIKATORY

Citace

NCI-H1299-EGFP, s rezistenci na G418 a potlatenym reportérem (DKFZ €. P-1045) (katalogové Cislo Cytion 300272)
Danové identifikacni €islo NCBI 9606

Cellosaurus CVCL XB25

MANIPULACE A CHOV

Péstovaci médium
RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820700a)

Inkubac¢ni atmosféra 37 °C, 5 %CO02, zvlhéena atmosféra.

Dopliky stravy
Dopliite médium o 10% FBS

Disociacni ¢inidlo Accutase

Subkultivace

Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hof¢iku. Pro banky T25 pouzijte 3-5 ml PBS a pro banky
T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pficemz pouzijte 1-2 ml pro bariky T25 a 2,5 ml pro banky T75. Nechte bunky
inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se oddélily. Po inkubaci jemné promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu
suspendovany, a poté je odstredte pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v Cerstvém médiu a preneste je
do novych banék, které jiz obsahuji Cerstvé médium.

Pomér rozdéleni laz5b

Hustota vysevu 1 az 3 x 104 bunék/cm?2

Obnova tekutin 2 az 3krat tydné
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_XB25

Rozmrazovani a kultivace

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

KONTROLA KVALITY A KRYOKONZERVACE

Sterilita

Kontaminace mykoplazmaty je vylouéena jak pomoci testll zalozenych na PCR, tak pomoci luminiscenénich metod detekce mykoplazmy.
Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunécné kultury denné podrobovany vizualnim
kontrolam.

Mrazici médium Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium (véetné FBS) + 10 %
DMSO pro zajisténi dostatecné zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové
Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které obsahuje optimalizované osmoprotektanty a
metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a snizeni stresu zplsobeného kryo.

Podminky skladovani
Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196 °C. Skladovani pfi -80 °C je
pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Dopravni podminky

Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovéfenych, izolovanych obalech s dostate€nym mnozstvim chladiva, aby se
po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného
skladu.

PRAVNI INFORMACE A BEZPECNOSTNIi POKYNY

Bezpecnostni opatfeni

PFi planovani ulozeni kryovialu v kapalném dusiku pro budouci rozmrazeni je nutné dodrzovat pfisna bezpec€nostni opatfeni. Nezbytné jsou
vhodné ochranné rukavice a odév a pfi prenaseni zmrazenych vzork( do nadrze s kapalnym dusikem nebo z ni je nutné pouzivat obli¢ejovou
masku nebo ochranné bryle. To proto, aby se snizilo riziko zranéni v dlsledku moZnych vybuchd kryovial(i pfi jejich vyjimani, které mohou mit
za nasledek vystielovani ostrych Glomkd.

Zaruka

Ve spolecénosti Cytion si stojime za kvalitou a Zivotaschopnosti nasich produktd.
Zaru€ujeme, Ze naSe buiiky budou zivotaschopné na zacatku kultivace po dobu 60 dnli po odeslani z nasich zafizeni.
Zaru€ujeme, Ze vSechny materialy odpovidaji specifikacim popsanym v certifikatu analyzy a/nebo v produktovém listu

UplIné informace naleznete v naSem <a href=""/Kdo-jsme/Zaruka/™" hreflang=""x-default"">Zaru¢nim prohlaseni
Plati smlouvy s tfetimi stranami Yes
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