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Komérki NCI-H1299 RFP, zmodyfikowane tak, aby zawieraty reporter w genie DAPK1, sa nie tylko przydatne do badania aktywaciji
okreslonych gendw, ale takze zapewniajg szersze zrozumienie tego, jak komaorki reagujg globalnie na leki epigenetyczne. Korzystajac z
techniki zwanej Cap Analysis of Gene Expression (CAGE), naukowcy byli w stanie szczeg6towo okresli¢ zmiany w miejscu rozpoczecia
transkrypcji w calym genomie w odpowiedzi na leczenie DNMTi (DAC), HDACIi (SAHA lub SB939) lub ich kombinacjami. Metoda ta ujawnia
nie tylko oczekiwana reaktywacje genu DAPK1, ale takze pojawienie sie nowych miejsc startu transkrypcji, zwanych indukowanymi leczeniem
nieanotowanymi TSS (TINAT), szczegolnie pod wplywem leczenia farmakologicznego. Te nowe miejsca startu sg zwykle zlokalizowane w
regionach genomu, ktére zwykle nie wytwarzajq biatek i prowadza do tworzenia nowych czasteczek RNA, ktére moga potencjalnie kodowaé
biatka.

Dalsza analiza pokazuje, ze te nowe czasteczki RNA moga czasami taczyc¢ sie z istniejacymi, tworzac tak zwane transkrypty fuzyjne TINAT-
exon. W zaleznosci od tego, w jaki sposéb te transkrypty sa taczone, moga one przektadac sie na nowe, nietypowe biatka. Proces ten zostat
potwierdzony za pomoca technik laboratoryjnych, ktére wykazaly, ze transkrypty te moga rzeczywiscie prowadzi¢ do produkcji nowych form
biatek. Biatka te moga wchodzi¢ w nieprawidtowe interakcje w komorce lub by¢ rozpoznawane jako obce przez uktad odpornosciowy,
potencjalnie oferujac nowe cele dla terapii przeciwnowotworowe;j.

Aktywacja tych TINAT wigze sie ze skomplikowanymi zmianami zaréwno w metylacji DNA, jak i modyfikacjach histonéw, co ilustruje ztozong
interakcje miedzy tymi czynnikami epigenetycznymi pod wptywem leczenia farmakologicznego. W szczegodlnosci, potaczone stosowanie DAC
i SB939 wykazuje wiekszy efekt, zwiekszajgc ekspresje tych nowych transkryptéw bardziej niz w przypadku stosowania kazdego z lekéw
osobno. Zrozumienie tych interakc;ji i ich wynikéw pomaga wyjasni¢, w jaki sposéb terapie epigenetyczne zmieniajg zachowanie komorek i
otwiera mozliwosci nowych metod leczenia raka, ktére wykorzystujg te ztozone zmiany molekularne.

INFORMACJE OGOLNE

Opis

Komorki NCI-H1299 RFP, zmodyfikowane tak, aby zawieraty reporter w genie DAPK1, sa nie tylko przydatne do badania aktywacji
okreslonych gendw, ale takze zapewniaja szersze zrozumienie tego, jak komorki reaguja globalnie na leki epigenetyczne. Korzystajac z
techniki zwanej Cap Analysis of Gene Expression (CAGE), naukowcy byli w stanie szczeg6towo okresli¢ zmiany w miejscu rozpoczecia
transkrypcji w catym genomie w odpowiedzi na leczenie DNMTi (DAC), HDACIi (SAHA lub SB939) lub ich kombinacjami. Metoda ta ujawnia
nie tylko oczekiwana reaktywacje genu DAPK1, ale takze pojawienie sie nowych miejsc startu transkrypcji, zwanych indukowanymi leczeniem
nieanotowanymi TSS (TINAT), szczegdlnie pod wptywem leczenia farmakologicznego. Te nowe miejsca startu sg zwykle zlokalizowane w
regionach genomu, ktére zwykle nie wytwarzaja biatek i prowadza do tworzenia nowych czasteczek RNA, ktére moga potencjalnie kodowac
biatka.

Dalsza analiza pokazuje, ze te nowe czasteczki RNA moga czasami taczyc¢ sie z istniejgcymi, tworzac tak zwane transkrypty fuzyjne TINAT-
exon. W zaleznosci od tego, w jaki sposéb te transkrypty sg taczone, moga one przektadac sie na nowe, nietypowe biatka. Proces ten zostat
potwierdzony za pomoca technik laboratoryjnych, ktére wykazaly, ze transkrypty te moga rzeczywiscie prowadzi¢ do produkcji nowych form
biatek. Biatka te moga wchodzi¢ w nieprawidtowe interakcje w komorce lub by¢ rozpoznawane jako obce przez uktad odpornosciowy,
potencjalnie oferujac nowe cele dla terapii przeciwnowotworowe;j.

Aktywacja tych TINAT wigze sie ze skomplikowanymi zmianami zaréwno w metylacji DNA, jak i modyfikacjach histonéw, co ilustruje ztozong
interakcje miedzy tymi czynnikami epigenetycznymi pod wptywem leczenia farmakologicznego. W szczegoélnosci, potaczone stosowanie DAC
i SB939 wykazuje wiekszy efekt, zwiekszajac ekspresje tych nowych transkryptéw bardziej niz w przypadku stosowania kazdego z lekéw
osobno. Zrozumienie tych interakcji i ich wynikdw pomaga wyjasni¢, w jaki sposéb terapie epigenetyczne zmieniajg zachowanie komorek i
otwiera mozliwosci nowych metod leczenia raka, ktére wykorzystujg te ztozone zmiany molekularne.

Chusteczka Ptuco
Choroba Rak wielkokomorkowy
Miejsce przerzutow Miejsce wystepowania guza pierwotnego (ptuco)

Zastosowania

Badania nad terapig epigenetyczna; reaktywacja genu DAPK1; badania nad odpowiedzig na leki z grupy DNMTi i HDACIi; nieopisane miejsca
rozpoczecia transkrypcji (TINAT) wywotane leczeniem; transkryptomika metodg CAGE; analiza transkryptéw fuzyjnych; produkcja
nietypowych biatek z ukrytych promotoréw; badania przesiewowe nad kombinacjami lekdéw epigenetycznych
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KLASYFIKACJA

Organizm Cztowiek
Wiasciwosci zwiazane ze wzrostem Zwolennik
Status GMO GMO-S1

Szczegotowe informacje dotyczace 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.

Poziom bezpieczenstwa biologiczhego 1

CECHY CHARAKTERYSTYCZNE

Morfologia Podobny do nabtonka
Typ komorki Komérki nabtonkowe
Czas podwojenia ok. 24-36 godzin

IDENTYFIKATORY

Zrédio

NCI-H1299-EGFP, z opornoscig na G418 i wyciszonym reporterem (DKFZ nr P-1045) (numer katalogowy Cytion 300272)
Numer identyfikacji podatkowej NCBI 9606

Cellosaurus CVCL XB25

POSTEPOWANIE | HODOWLA

Pozywka hodowlana
RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnej glutaminy, w: 2,0 g/L NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820700a)

Atmosfera inkubacyjna 37°C, 5%C02, nawilzona atmosfera.

Suplementy
Uzupetni¢ poditoze 10% FBS

Odczynnik dysocjacyjny Accutase

Hodowla komérek w subkulturze

Usun starg pozywke z przylegajacych komérek i przemyj je PBS, ktory nie zawiera wapnia i magnezu. W przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5
ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj komérki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75.
Pozwél komérkom inkubowac¢ w temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10
ml pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant, ponownie zawiesi¢ komérki w
Swiezej pozywce i przenies¢ je do nowych kolb zawierajgcych juz Swiezg pozywke.

Wspétczynnik podziatu od1ldo5

Gestos¢ wysiewu od 1 do 3 x 104 komérek/cm?

Odnawianie ptynéw 2 do 3 razy w tygodniu
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_XB25

Rozmrazanie i hodowla

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 JAKOSCI | KRIOKONSERWACJA

Bezptodnosé

Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod wykrywania mykoplazmy opartych
na luminescenciji.

Aby upewnic sig, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sg poddawane codziennym
kontrolom wizualnym.

Pozywka do zamrazania Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) +
10% DMSO w celu zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer
katalogowy Cytion 800100), ktéra zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory
metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i zmniejszenia stresu wywotanego
kriokonserwacja.

Warunki przechowywania
W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescié fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od -150 do -196 °C.
Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przej$ciowy przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Warunki wysyiki

Linie komoérkowe poddane kriokonserwacji sg wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych opakowaniach z wystarczajaca
iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymac temperature okoto -78°C przez caly czas transportu. Po otrzymaniu przesyiki nalezy natychmiast
sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc¢ fiolki do odpowiedniego miejsca przechowywania.

KWESTIE PRAWNE | BEZPIECZENSTWO

Srodki bezpieczenstwa

Planujac przechowywanie kriofiolek w ciektym azocie w celu ich p6zZniejszego rozmrozenia, nalezy bezwzglednie przestrzegac
rygorystycznych srodkéw bezpieczenstwa. Niezbedne sg odpowiednie rekawice i odziez ochronna, a podczas przenoszenia zamrozonych
probek do lub ze zbiornika z ciektym azotem wymagane jest stosowanie maski lub okularéw ochronnych. Ma to na celu zmniejszenie ryzyka
obrazen spowodowanych potencjalnymi eksplozjami kriowialu podczas wyjmowania, ktére moga skutkowa¢ wyrzuceniem ostrych
fragmentow.

Gwarancja

W Cytion gwarantujemy jakos¢ i zywotnos¢ naszych produktow.

Gwarantujemy, ze nasze komorki beda zywotne na poczatku hodowli przez 60 dni po wysytce z naszych zaktadow.
Zapewniamy, ze wszystkie materialy sg zgodne ze specyfikacjami opisanymi w certyfikacie analizy i/lub karcie produktu

Szczego6towe informacje mozna znalez¢ w naszej <a href=""/Who-we-are/Warranty/*" hreflang=""x-default"">0O$wiadczeniu gwarancyjnym
Obowiazuja umowy z podmiotami Yes
zewnetrznymi
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