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NCI-H1299 RFP Sinas, kas modificétas, lai ieklautu DAPK1 géna reportieri, ir ne tikai noderigas specifisku génu aktivizacijas izpétei, bet art
sniedz plasaku izpratni par to, ka Slnas reagé uz epigenétiskajam zalém visa pasaulé. Izmantojot metodi, ko dévé par génu ekspresijas
analizes vacinu (CAGE), pétnieki ir spéjusi detalizéti noteikt izmainas transkripcijas sakumpunkta visa genoma, reagéjot uz arstésanu ar
DNMTi (DAC), HDACI (SAHA vai SB939) vai to kombinacijam. ST metode atklaj ne tikai sagaidamo DAPK1 géna reaktivizaciju, bet arT jaunu
transkripcijas sakuma vietu raganos, ko sauc par arstéSanas izraisitam neanotétam TSS (TINAT), Tpasi arstéSanas ar zalém laika. Sis jaunas
sakuma vietas parasti atrodas genoma regionos, kuros parasti neveidojas olbaltumvielas, un to rezultata rodas jaunas RNS molekulas, kas
potenciali varétu kodét olbaltumvielas.

Turpmaka analize liecina, ka Sis jaunas RNS molekulas dazkart var sapllst ar esoSajam, veidojot ta sauktos TINAT-eksonu sapliSanas
transkriptus. Atkariba no ta, ka Sie transkripti tiek sajaukti, tie var parvérsties jaunos, netipiskos proteinos. Sis process ir apstiprinats,
izmantojot laboratorijas metodes, kas pierada, ka Sie transkripti patiesam var radit jaunas olbaltumvielu formas. Sis olbaltumvielas var
nenormali mijiedarboties Sina vai iminsistéma tas var atpazit ka svesas, tadéjadi potenciali piedavajot jaunus mérkus véza terapijai.

So TINAT aktivizacija ir saistita ar sarezgitam izmainam gan DNS metiléSana, gan histonu modifikacijas, ilustréjot $o epigenétisko faktoru
sarezgito mijiedarbibu zalu iedarbibas laika. Jo Tpasi DAC un SB939 kombinéta lietoSana uzrada lielaku iedarbibu, palielinot $o jauno
transkriptu ekspresiju vairak neka tad, ja lieto kadu no Sim zalém atseviski. Izpratne par Sim mijiedarbibam un to rezultatiem palidz
noskaidrot, ka epigenétiska terapija maina Stnu uzvedibu, un paver iespéjas jauniem véza arstéSanas veidiem, kas izmanto §is sarezgitas
molekularas parmainas.

VISPARIGA INFORMACIJA

Apraksts

NCI-H1299 RFP Sunas, kas modificétas, lai ieklautu DAPK1 géna reportieri, ir ne tikai noderigas specifisku génu aktivizacijas izpétei, bet art
sniedz plasaku izpratni par to, ka Stinas reagé uz epigenétiskajam zalém visa pasaulé. Izmantojot metodi, ko dévé par génu ekspresijas
analizes vacinu (CAGE), pétnieki ir spéjusi detalizéti noteikt izmainas transkripcijas sakumpunkta visa genoma, reagéjot uz arstésanu ar
DNMTi (DAC), HDACI (SAHA vai SB939) vai to kombinacijam. ST metode atklaj ne tikai sagaidamo DAPK1 géna reaktivizaciju, bet arf jaunu
transkripcijas sakuma vietu rasanos, ko sauc par arstésanas izraisitim neanotétam TSS (TINAT), ipasi arstéSanas ar zalém laika. Sis jaunas
sakuma vietas parasti atrodas genoma regionos, kuros parasti neveidojas olbaltumvielas, un to rezultata rodas jaunas RNS molekulas, kas
potenciali varétu kodét olbaltumvielas.

Turpmaka analize liecina, ka Sis jaunas RNS molekulas dazkart var saplust ar esoSajam, veidojot ta sauktos TINAT-eksonu sapliSanas
transkriptus. Atkariba no ta, ka Sie transkripti tiek sajaukti, tie var parvérsties jaunos, netipiskos proteinos. Sis process ir apstiprinats,
izmantojot laboratorijas metodes, kas pierada, ka Sie transkripti patiesam var radit jaunas olbaltumvielu formas. Sis olbaltumvielas var
nenormali mijiedarboties Suna vai imansistéma tas var atpazit ka svesas, tadéjadi potenciali piedavajot jaunus meérkus véza terapijai.

So TINAT aktivizacija ir saistita ar sarezgitam izmainam gan DNS metileSana, gan histonu modifikacijas, ilustréjot S0 epigenétisko faktoru
sarezgito mijiedarbibu zalu iedarbibas laika. Jo Tpasi DAC un SB939 kombinéta lietoSana uzrada lielaku iedarbibu, palielinot $o jauno
transkriptu ekspresiju vairak neka tad, ja lieto kadu no §im zalém atseviski. Izpratne par Sim mijiedarbibam un to rezultatiem palidz
noskaidrot, ka epigenétiska terapija maina Stnu uzvedibu, un paver iespéjas jauniem véza arstéSanas veidiem, kas izmanto $is sarezgitas
molekularas parmainas.

Audums Plausas

Slimiba Lielo Snu karcinoma

Metastazu vieta Primara audzéja lokalizacija (plausas)
Pieteikumi

Pétijumi epigenétiskas terapijas joma; DAPK1 géna reaktivacija; pétijumi par reakciju uz DNMTi un HDACI zaleém; arstéSanas rezultata
radusies neannotéti transkripcijas sakumpunkti (TINAT); CAGE transkriptomika; fazijas transkriptu analize; atipisku proteinu sintéze no
sléptiem promotoriem; epigenétisko zalu kombinaciju skrinings

KLASIFIKACIJA

Organisms Cilvéks

Augsanas 1pasibas Atbalstitajs
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GMO statuss GMO-S1

Sikaka informacija par GMO statusu

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.

Biologiskas drosibas limenis 1

RAKSTURLIELUMI

Morfologija Epitélijveidigs

Sanu tips Epitélija $tnas

Laiks, kas nepiecieSams, lai skaits aptuveni 24 lidz 36 stundas
dubultojas

IDENTIFIKATORI

Atsauce

NCI-H1299-EGFP ar G418 rezistenci un apklusinatu reportergénu (DKFZ # P-1045) (Cytion kataloga numurs 300272)
NCBI nodoklu identifikacijas numurs 9606

Cellosaurus CVCL XB25

APSTRADE UN AUDZESANA

Barotne
RPMI 1640, w: 2,0 mM stabils glutamins, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820700a)

Inkubacijas vide 37°C, 5%C02, mitrinata atmosféra.

Papildinajumi
Papildinat barotni ar 10% FBS

Disociacijas reagents Accutase

Parstadisana

Nonemt veco barotni no pielipuSajam Sinam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75
kolbam - 5-10 ml. Péc tam pilniba parklajiet Sinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam
inkubéties istabas temperattra 8-10 minates, lai tas atdalitos. Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stnas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti
suspendétu, péc tam centrifugéjiet 3 minates ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Sinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Sadalijuma attieciba no1lidz5

Sésanas blivums 1 lidz 3 x 104 Sunas/cm?

Skidruma atjauno3ana 2 Iidz 3 reizes nedéla
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_XB25

Atkausésana un kultivéSana

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.

KVALITATES KONTROLE UN KRIOKONSERVACIJA

Sterilitate

Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas mikoplazmas noteikSanas
metodes.

Lai parliecinatos, ka nav baktériju, sénisu vai rauga piesarnojuma, Sanu kultdras katru dienu vizuali parbauda.

SaldéSanas barotne Ka kriokonservéSanas barotni més izmantojam pilnvértigu augSanas barotni (ieskaitot FBS)
+ 10 % DMSO, lai nodroSinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkauséSanas, vai CM-1 (Cytion
kataloga numurs 800100), kas ietver optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos
stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu krioinducéto stresu.

Uzglabasanas nosacijumi

ligstoSai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapeklr ar tvaika fazi aptuveni -150 I1dz -196 °C temperatdra. Uzglabasana -80 °C
temperatara ir pielaujama tikai ka 1ss starpposms pirms parvietoSanas uz Skidro slapekli.

Piegades nosacijumi

Kriokonservétas Sanu linijas tiek shtitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai
visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. Péc sanemSanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties
parvietojiet flakonus uz atbilstoSu uzglabasanas vietu.

JURIDISKIE JAUTAJUMI UN DROSIBA

Drosibas pasakumi

Planojot uzglabat kriokvialu skidra slapeklt turpmakai atkauséSanai, obligati jaievero stingri droSibas pasakumi. Ir nepiecieSami pieméroti
aizsargcimdi un apgérbs, un, parvietojot sasaldétos paraugus uz $kidra slapekla tvertni vai no tas, ir jalieto sejas maska vai aizsargbrilles. Tas
jadara, lai mazinatu traumu risku, ko var radit iespéjamas kriokriovialu eksplozijas, kas var izraisit asu fragmentu izmeSanu.

Garantija

Uznémuma Cytion més atbalstam savu produktu kvalitati un dzivotspéju.

Més garantéjam, ka masu Snas bis dzivotspéjigas kultivéSanas sakuma 60 dienas péc nosutiSanas no misu razotném.

Més nodrosSinam, ka visi materiali atbilst analizes sertifikata un/vai produkta lapa aprakstitajam specifikacijam

Lai iegutu sikaku informaciju, l0dzu, skatiet misu <a href=""/"/Kas més esam/garantija/"" hreflang=""x-default"">Garantijas pazinojumu

Tiek pieméroti ligumi ar treSajam Yes

personam
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