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NCI-H1299-RFP sejtek
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Az NCI-H1299 RFP sejtek, amelyeket igy médositottak, hogy a DAPK1 génben egy riportert tartalmazzanak, nem csak a specifikus
génaktivacio tanulmanyozasara alkalmasak, hanem szélesebb korli megértést is nyujtanak arrél, hogy a sejtek hogyan reagalnak az
epigenetikus gydgyszerekre globalisan. A Cap Analysis of Gene Expression (CAGE) nevd technika alkalmazéasaval a kutatok képesek voltak
részletesen bemutatni, hogy a DNMTi (DAC), HDACIi (SAHA vagy SB939), illetve ezek kombinacidjaval végzett kezelések hatésara a
genomban hol kezd6dik a transzkripcié. Ez a modszer nemcsak a DAPK1 gén varhato reaktivalodasat tarja fel, hanem (j transzkripcidinditasi
helyek, az tgynevezett kezelés altal indukalt, nem jegyzett TSS-ek (TINAT) megjelenését is, kilondsen gydgyszeres kezelés alatt. Ezek az (]
inditohelyek jellemz6en a genom olyan régiéiban talalhaték, amelyek altalaban nem termelnek fehérjéket, és (j RNS-molekulak létrejéttéhez
vezetnek, amelyek potencidlisan fehérjéket kédolhatnak.

Tovabbi elemzések azt mutatjak, hogy ezek az Uj RNS-molekuldk néha 6sszeolvadhatnak a mar meglévékkel, és tigynevezett TINAT-exon
fazios transzkriptumokat alkotnak. Attol fliggéen, hogy ezek a transzkriptumok hogyan splicerez6dnek, Uj, atipikus fehérjékké alakulhatnak.
Ezt a folyamatot laboratériumi technikakkal igazoltak, amelyek bizonyitjak, hogy ezek az atiratok valéban 0j fehérjeformak el6allitasahoz
vezethetnek. Ezek a fehérjék rendellenes kodlcsdnhatasba Iéphetnek a sejten belil, vagy az immunrendszer idegen anyagként ismerheti fel
Oket, ami 0 célpontokat kinalhat a rakterapia szamara.

Ezeknek a TINAT-oknak az aktivalasa bonyolult valtozasokat von maga utdn mind a DNS-metilaciéban, mind a hisztonmdédosulasokban, ami
a gyogyszeres kezelés alatt all6 epigenetikai tényezok kozotti 6sszetett kdlcsdnhatast mutatja. Kiléndsen a DAC és az SB939 kombinalt
alkalmazasa mutat nagyobb hatast, jobban fokozva ezen Uj transzkriptek expressziéjat, mint amikor barmelyik gy6gyszert onmagaban
alkalmazzak. Ezeknek a kolcsonhatasoknak és eredményeiknek a megértése segit tisztazni, hogy az epigenetikai terapiak hogyan
véltoztatjadk meg a sejtek viselkedését, és Uj lehet6ségeket nyit meg olyan Uj rakkezelések szamara, amelyek kihasznaljak ezeket az
Osszetett molekularis valtozasokat.
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a gyogyszeres kezelés alatt all6 epigenetikai tényez6k kozotti 6sszetett kdlcsdnhatast mutatja. Kiléndsen a DAC és az SB939 kombinalt
alkalmazasa mutat nagyobb hatast, jobban fokozva ezen Uj transzkriptek expresszidjat, mint amikor barmelyik gyogyszert 5nmagaban
alkalmazzak. Ezeknek a kdlcsonhatadsoknak és eredményeiknek a megértése segqit tisztazni, hogy az epigenetikai terapiak hogyan
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Szovet Tudé
Betegség Nagysejtes karcinébma
Attétes hely Az els6dleges daganat helye (tid6)

Alkalmazasok

Epigenetikai terdpiaval kapcsolatos kutatasok; a DAPK1 gén reaktivalasa; a DNMTi- és HDACI-gy6gyszerekre adott valasz vizsgalata;
kezelés altal kivaltott, még nem annotalt transzkripcios kezdépontok (TINAT-ok); CAGE-transzkriptomika; fuziés transzkriptumok elemzése;
rejtett promoterekbdl szarmazé atipikus fehérjetermelés; epigenetikai gyégyszerkombinaciok szlrése
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OSZTALYOZAS

Organizmus Ember
Novekedési tulajdonsagok Hliséges
GMO-statusz GMO-S1

A GMO-statuszra vonatkozo részletek

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.

Bioldgiai biztonsagi szint 1
JELLEMZOK
Morfolégia Epithelszeri
Sejttipus Epithel sejtek
Kett6zési id6 kb. 24-36 6ra
AZONOSITOK
Hivatkozas

NCI-H1299-EGFP, G418-rezisztens és elnémitott riporterrel (DKFZ # P-1045) (Cytion katalégusszam: 300272)

NCBI ad6azonosité szam 9606

Cellosaurus CVCL XB25

KEZELES ES TENYESZTES

Taptalaj
RPMI 1640, w: 2,0 mM stabil glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion 820700a cikkszam)

Inkubaciés kdérnyezet 37°C, 5%C02, parasitott Iégkar.

Kiegészitok

A taptalajt egészitsuk ki 10% FBS-szel
Diszociacios reagens Accutase

Atiiltetés

Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrél, és mossa 6ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-
t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiuk be a sejteket teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75
lombikok esetében 2,5 ml-t hasznalva. A sejteket 8-10 percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalas utan
Ovatosan keverjuk 6ssze a sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
fellluszot, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at 6ket Uj lombikokba, amelyek mar friss tapfolyadékot
tartalmaznak.

Osztasi arany 1-5

Ultetési siirliség 1-3 x 104 sejt/cm?

Folyadékcsere hetente 2-3 alkalommal
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_XB25

Felolvasztas és tenyésztés

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.

MINOSEGELLENORZES ES KRIOKONZERVALAS

Meddéség

A mikoplazma-szennyez6dést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapu mikoplazma-kimutatasi médszerekkel kizarjak.
A bakteridlis, gombas vagy éleszt6gombés szennyezddés elkerulése érdekében a sejtkultdrékat napi vizualis ellenérzésnek vetik ala.

Fagyaszt6kozeg Krioprezervalé taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t
hasznalunk a megfelel6 kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion
katalégusszam: 800100), amely optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus
stabilizatorokat tartalmaz a regeneralédas fokozasa és a krio-indukalt stressz csokkentése
érdekében.

Tarolasi feltételek
HosszU tava tartdsitas céljabol helyezze az livegeket g6zfazisu folyékony nitrogénbe, korilbelll -150 és -196 °C kozotti hémérsékleten. A -80
°C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti Iépésként fogadhatd el a folyékony nitrogénbe valo atvitel el6tt.

Szallitasi feltételek

A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegend6 h(itékozeggel, hogy a szallitas soran a
hémérsékletet koriilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgéalja meg a taroloedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcios
Uivegeket a megfelel taroldhelyre.

JOGI ES BIZTONSAGI INFORMACIOK

Biztonsagi 6vintézkedések

Ha egy kriovialitast folyékony nitrogénben tervezink tarolni a késébbi kiolvasztas céljabdl, akkor kotelezé betartani a szigoru biztonsagi
intézkedéseket. A megfelel6 védbkeszty(i és védbéruhazat elengedhetetlen, és a fagyasztott mintak folyékony nitrogéntartalyba vagy a
folyékony nitrogéntartalybdl torténd atvitele soran arcmaszk vagy védészemuveg hasznalata sziikséges. Ez azért van, hogy csokkentsék a
kriovialis anyagok eltavolitasakor bekdvetkez6 esetleges robbanashdél ered6 sérilésveszélyt, amely éles szilankok kilovellését
eredményezheti.

Garancia

A Cytionnal kiallunk termékeink minésége és életképessége mellett.

Garantaljuk, hogy sejtjeink a tenyésztés megkezdésekor életképesek lesznek, a Iétesitményiinkbdl torténd kiszallitds utan 60 napig.
Biztositjuk, hogy minden anyag megfelel az analitikai tanusitvanyban és/vagy a terméklapon leirt specifikacioknak

Ateljes részleteket lasd <a href=""/Who-we-are/Warranty/"" hreflang="""x-default"">Garancia nyilatkozatunkban
Harmadik felekkel kotott Yes
megallapodasok érvényesek
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