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NCI-H1299 RFP lIgstelés, modifikuotos taip, kad j jas baty jtrauktas DAPK1 geno reporteris, yra naudingos ne tik tiriant konkretaus geno
aktyvavima, bet ir padeda placiau suprasti, kaip lgstelés reaguoja j epigenetinius vaistus visame pasaulyje. Taikydami metodg, vadinama
geny raiskos analize (Cap Analysis of Gene Expression, CAGE), tyréjai galéjo iSsamiai nustatyti, kur genome prasideda transkripcija,
reaguojant j gydyma DNMTi (DAC), HDACi (SAHA arba SB939) ar jy deriniais. Sis metodas atskleidZia ne tik tikéting DAPK1 geno
reaktyvacija, bet ir naujy transkripcijos pradzios viety, vadinamy gydymo sukeltomis neanotuotomis TSS (TINAT), atsiradima, ypac gydant
vaistais. Sios naujos pradzios vietos paprastai yra genomo srityse, kuriose paprastai nesukuriami baltymai, ir jose susidaro naujos RNR
molekulés, galin€ios koduoti baltymus.

Tolesné analizé rodo, kad Sios naujos RNR molekulés kartais gali susijungti su jau egzistuojanciomis molekulémis ir sudaryti vadinamuosius
TINAT ir eksony sintezés transkriptus. Priklausomai nuo to, kaip Sie transkriptai yra sujungiami, jie gali virsti naujais netipiniais baltymais. Sis
procesas patvirtintas laboratoriniais metodais, kurie rodo, kad Sie transkriptai i$ tiesy gali lemti naujy baltymy formy gamyba. Sie baltymai gali
nejprastai saveikauti lasteléje arba bati imuninés sistemos atpazjstami kaip svetimkaniai, o tai gali bati nauji vézio gydymo taikiniai.

Siy TINAT aktyvavimas susijes su sudétingais DNR metilinimo ir histony modifikacijy pokygiais, o tai rodo sudétinga $iy epigenetiniy veiksniy
sgveika gydant vaistais. Ypac didelis poveikis pasireiSkia kartu naudojant DAC ir SB939, kurie padidina Siy naujy transkripty raiska labiau nei
naudojant vieng i$ iy vaisty. Siy sgveiky ir jy rezultaty supratimas padeda i$siaigkinti, kaip epigenetiniai gydymo badai keicia Igsteliy
elgsena, ir atveria galimybes naujiems véZio gydymo budams, kurie panaudoja Siuos sudétingus molekulinius pokycius.

BENDRA INFORMACIJA

Aprasymas

NCI-H1299 RFP lIgstelés, modifikuotos taip, kad | jas baty jtrauktas DAPK1 geno reporteris, yra naudingos ne tik tiriant konkretaus geno
aktyvavima, bet ir padeda placiau suprasti, kaip lastelés reaguoja j epigenetinius vaistus visame pasaulyje. Taikydami metodg, vadinama
geny raiskos analize (Cap Analysis of Gene Expression, CAGE), tyréjai galéjo iSsamiai nustatyti, kur genome prasideda transkripcija,
reaguojant j gydyma DNMTi (DAC), HDACi (SAHA arba SB939) ar jy deriniais. Sis metodas atskleidZia ne tik tikéting DAPK1 geno
reaktyvacija, bet ir naujy transkripcijos pradzios viety, vadinamy gydymo sukeltomis neanotuotomis TSS (TINAT), atsiradima, ypa¢ gydant
vaistais. Sios naujos pradZios vietos paprastai yra genomo srityse, kuriose paprastai nesukuriami baltymai, ir jose susidaro naujos RNR
molekulés, galin€ios koduoti baltymus.

Tolesné analizé rodo, kad Sios naujos RNR molekulés kartais gali susijungti su jau egzistuojanciomis molekulémis ir sudaryti vadinamuosius
TINAT ir eksony sintezés transkriptus. Priklausomai nuo to, kaip Sie transkriptai yra sujungiami, jie gali virsti naujais netipiniais baltymais. Sis
procesas patvirtintas laboratoriniais metodais, kurie rodo, kad Sie transkriptai i$ tiesy gali lemti naujy baltymy formy gamyba. Sie baltymai gali
nejprastai sgveikauti lasteléje arba bati imuninés sistemos atpazjstami kaip svetimkuniai, o tai gali bati nauji véZio gydymo taikiniai.

Siy TINAT aktyvavimas susijes su sudétingais DNR metilinimo ir histony modifikacijy pokygiais, o tai rodo sudétinga $iy epigenetiniy veiksniy
sgveikg gydant vaistais. Ypac didelis poveikis pasireiSkia kartu naudojant DAC ir SB939, kurie padidina Siy naujy transkripty raiSka labiau nei
naudojant vieng i$ Siy vaisty. Siy saveiky ir jy rezultaty supratimas padeda iSsiaiskinti, kaip epigenetiniai gydymo bidai keicia lasteliy
elgsena, ir atveria galimybes naujiems vezio gydymo btdams, kurie panaudoja Siuos sudetingus molekulinius pokycius.

Audinys Plauciai

Liga Dideliy lasteliy karcinoma

Metastaziy vieta Pirminio naviko lokalizacija (plauciai)
ParaiSkos

Epigenetinés terapijos tyrimai; DAPK1 geno reaktyvavimas; tyrimai del reakcijos | DNMTi ir HDACI vaistus; gydymo sukeltos neanotuotos
transkripcijos pradzios vietos (TINAT); CAGE transkriptomika; jungtiniy transkripty analizé; netipiniy baltymy sintezé i§ paslépty promotoriy;
epigenetiniy vaisty deriniy atranka

KLASIFIKACIJA

Organizmas Zmogus

Augimo savybés Prisijunges

GMO statusas GMO-S1
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ISsami informacija apie GMO statusa

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.

Biologinio saugumo lygis 1

CHARAKTERISTIKOS

Morfologija | epitelj panaSus
Lasteliy tipas Epitelio Igstelées
Laikas, per kurj skaiCius padvigubéja mazdaug nuo 24 iki 36 valandy

IDENTIFIKATORIAI

Nuoroda
NCI-H1299-EGFP, atsparus G418 ir su nutildytu reporteriniu genu (DKFZ # P-1045) (Cytion katalogo numeris 300272)

NCBI mokes¢iy identifikavimo kodas 9606

Cellosaurus CVCL XB25

LAIKYMAS IR AUGINIMAS

Maitinamoji terpé
RPMI 1640, §: 2,0 mM stabilus glutaminas, $: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion gaminio numeris 820700a)

Inkubacijos aplinka 37 °C, 5 %CO02, drekintoje atmosferoje.

Maisto papildai
Papildykite terpe 10 % FBS

Disociacijos reagentas Accutase

Subkultdrinis auginimas

PasSalinkite seng terpe nuo prilipusiy lasteliy ir nuplaukite jas PBS, kuriame néra kalcio ir magnio. T25 kolboms naudokite 3-5 ml PBS, o T75

kolboms - 5-10 ml. Tuomet visiSkai uzpilkite Iasteles "Accutase", naudodami 1-2 ml T25 kolboms ir 2,5 ml T75 kolboms. Leiskite lgstelems

inkubuotis kambario temperatdroje 8-10 minuciy, kad jos atsiskirty. Po inkubacijos atsargiai sumaisykite lgsteles su 10 ml terpés, kad jos vel
suspenduoty, tada 3 minutes centrifuguokite 300xg greiciu. ISmeskite supernatanta, vél sutirpinkite lasteles Sviezioje terpéje ir perkelkite jas |

naujas kolbas, kuriose jau yra SvieZia terpé.

Skaidymo santykis 1-5

Séjos tankis nuo 1 iki 3 x 104 Igsteliy/cm?

Skys€iy atnaujinimas 2-3 kartus per savaite
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_XB25

AtsSildymas ir auginimas

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.

KOKYBES KONTROLE IR KRIOKONSERVAVIMAS

Sterilumas

Mikoplazmos uZzZterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos aptikimo metodus.
Siekiant uztikrinti, kad nebuty uzterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielémis, Igsteliy kultdros kasdien vizualiai tikrinamos.

Saldymo terpé Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiskg augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO,
kad baty uztikrintas tinkamas gyvybingumas po atSildymo, arba CM-1 (Cytion katalogo
numeris 800100), kurioje yra optimizuoty osmoprotektoriy ir medziagy apykaitos
stabilizatoriy, kad baty pagerintas atsigavimas ir sumazintas kriokonservavimo sukeltas
stresas.

Laikymo salygos
Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazes skysta azotg mazdaug -150-196 °C temperatiroje. Laikymas -80 °C temperatlroje yra
priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas prie$ perkeliant j skystajj azota.

Pristatymo salygos

Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu kiekiu Saldymo skyscio, kad
pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote, nedelsdami jg apzidrékite ir nedelsdami perkelkite
megintuvelius j tinkama saugykla.

TEISINIAI IR SAUGOS KLAUSIMAI

Saugos priemonés

Planuojant saugoti kriovaistine skystame azote, kad ateityje ja baty galima atSildyti, batina laikytis grieZty saugos priemoniy. Batina maveti
tinkamas apsaugines pirstines ir drabuZius, o perkeliant uzsaldytus meginius j skystojo azoto talpyklg arba i$ jos batina naudoti veido kauke
arba apsauginius akinius. Taip siekiama sumazinti suzeidimy rizikg dél galimo kriokomponenty sprogimo i$émimo metu, kai gali iSsiverZzti
astrus fragmentai.

Garantija

" Cytion" garantuoja savo produkty kokybe ir gyvybinguma.
Garantuojame, kad musy lastelés bus gyvybingos kultdry auginimo pradzioje 60 dieny po iSsiuntimo i§ masy gamyklos.
Uztikriname, kad visos medziagos atitinka analizés sertifikate ir (arba) gaminio lape apraSytas specifikacijas

ISsamig informacija rasite masy <a href=""/Kas mes esame/garantijos/" hreflang=""x-default"">Garantijos pareiSkime
Taikomos susitarimai su tre€iosiomis Yes
Salimis
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