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Bunky NCI-H1299 RFP, modifikované tak, aby obsahovali reportér v géne DAPKZ1, si uzito¢né nielen na Stadium aktivacie Specifickych
génov, ale umoznuju aj SirSie pochopenie toho, ako bunky reaguju na epigenetické lieky v globalnom meradle. Pomocou techniky nazyvanej
Cap Analysis of Gene Expression (CAGE) vedci dokazali podrobne popisat zmeny v mieste za€iatku transkripcie v celom genéme v reakcii
na lie€bu DNMTi (DAC), HDACI (SAHA alebo SB939) alebo ich kombinaciami. Tato metdéda odhaluje nielen o€akavanu reaktivaciu génu
DAPKZ1, ale aj vznik novych miest Startu transkripcie, nazyvanych lieCbou indukované neanotované TSS (TINAT), najma pri lieCbe liekmi.
Tieto nové Startovacie miesta sa zvy¢ajne nachadzaju v oblastiach genému, ktoré zvycajne neprodukuju proteiny, a vedi k vzniku novych
molekul RNA, ktoré by potencialne mohli kédovat proteiny.

Dalsia analyza ukazuje, Ze tieto nové molekuly RNA sa niekedy mdzu spoijit' s existujicimi a vytvorit' takzvané fazne transkripty TINAT-exon.
V zavislosti od toho, ako su tieto transkripty spajané, sa moézu premenit na nové, netypické proteiny. Tento proces bol potvrdeny
laboratornymi technikami, ktoré dokazuju, ze tieto transkripty mézu skuto€ne viest k tvorbe novych foriem proteinov. Tieto proteiny mézu v
bunke abnormalne interagovat’ alebo ich imunitny systém rozpozna ako cudzie, o méze ponuknut nové ciele pre liecCbu rakoviny.

Aktivacia tychto TINAT zahffia zlozité zmeny v metylacii DNA aj v modifikaciach histénov, €o ilustruje komplexnu interakciu medzi tymito
epigenetickymi faktormi pri liecbe liekmi. Najma kombinované pouzitie DAC a SB939 vykazuje vacsi u€inok a zvySuje expresiu tychto novych
transkriptov viac, ako ked' sa pouZzije jedno z tychto lie€iv samostatne. Pochopenie tychto interakcii a ich vysledkov pomaha objasnit, ako
epigenetické terapie menia spravanie buniek, a otvara moznosti pre novu lieCbu rakoviny, ktord vyuziva tieto komplexné molekularne zmeny.

VSEOBECNE INFORMACIE

Popis

Bunky NCI-H1299 RFP, modifikované tak, aby obsahovali reportér v géne DAPKL, si uZito¢né nielen na Stadium aktivacie Specifickych
génov, ale umoznuju aj SirSie pochopenie toho, ako bunky reaguju na epigenetické lieky v globalnom meradle. Pomocou techniky nazyvanej
Cap Analysis of Gene Expression (CAGE) vedci dokazali podrobne popisat zmeny v mieste zaciatku transkripcie v celom genéme v reakcii
na lie€bu DNMTi (DAC), HDACIi (SAHA alebo SB939) alebo ich kombinaciami. Tato metdéda odhaluje nielen ocakavanu reaktivaciu génu
DAPK1, ale aj vznik novych miest Startu transkripcie, nazyvanych lie€bou indukované neanotované TSS (TINAT), najma pri lieCbe liekmi.
Tieto nové Startovacie miesta sa zvycajne nachadzaju v oblastiach gendému, ktoré zvy€ajne neprodukuju proteiny, a vedi k vzniku novych
molekdl RNA, ktoré by potencialne mohli kédovat proteiny.

Dal$ia analyza ukazuije, Ze tieto nové molekuly RNA sa niekedy méZu spojit' s existujlcimi a vytvorit takzvané fazne transkripty TINAT-exon.
V zavislosti od toho, ako su tieto transkripty spajané, sa mézu premenit na nové, netypické proteiny. Tento proces bol potvrdeny
laboratornymi technikami, ktoré dokazuju, Ze tieto transkripty moZu skuto€ne viest k tvorbe novych foriem proteinov. Tieto proteiny mézu v
bunke abnormélne interagovat alebo ich imunitny systém rozpozna ako cudzie, Co méze ponuknut nové ciele pre lieCbu rakoviny.

Aktivacia tychto TINAT zahffia zloZité zmeny v metylacii DNA aj v modifikaciach histénov, €o ilustruje komplexnu interakciu medzi tymito
epigenetickymi faktormi pri liecbe liekmi. Najmé kombinované pouzitie DAC a SB939 vykazuje vacsi ucinok a zvySuje expresiu tychto novych
transkriptov viac, ako ked' sa pouzije jedno z tychto lie€iv samostatne. Pochopenie tychto interakcii a ich vysledkov pomaha objasnit, ako
epigenetické terapie menia spravanie buniek, a otvara moznosti pre novu lieCbu rakoviny, ktora vyuziva tieto komplexné molekularne zmeny.

Tkanivo Plica

Choroba Velkobunkovy karcindm

Miesto metastaz Miesto primarneho nadoru (pltca)
Aplikacie

Vyskum epigenetickej terapie; reaktivacia génu DAPK1,; Studie reakcie na lieky typu DNMTi a HDACI; lie€bou indukované neoznacené miesta
zaciatku transkripcie (TINAT); transkriptomika metdédou CAGE; analyza fuznych transkriptov; produkcia atypickych proteinov z kryptickych
promotérov; skrining kombinacii epigenetickych liekov

KLASIFIKACIA

Organizmus Clovek

Rastové vlastnosti PrivrZzenec

Stav GMO GMO-S1
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Podrobnosti o Statlite 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 biologickej bezpe&nosti 1

CHARAKTERISTIKY

Morfolégia Epitelu podobné
Typ bunky Epitelové bunky
Doba zdvojnasobenia priblizne 24 az 36 hodin

IDENTIFIKATORY

Citacia

NCI-H1299-EGFP, s rezistenciou na G418 a potlacenym reportérom (DKFZ # P-1045) (katalogové Cislo Cytion 300272)
Danové identifikacné Eislo NCBI 9606

Cellosaurus CVCL XB25

MANIPULACIA A KULTIVACIA

Kultivaéné médium
RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (&islo vyrobku Cytion 820700a)

Inkuba¢na atmosféra 37 °C, 5 %CO02, zvlhéena atmosféra.

Doplnky stravy
Dopliite médium o 10 % FBS

Disociac¢né ¢inidlo Accutase

RozmnoZovanie kultir

Odstrarte staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a
pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Uplne pokryte Accutase, pricom pouzite 1 - 2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75.
Nechajte bunky inkubovat' pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa oddelili. Po inkubéacii jemne premieSajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu
suspendované, a potom ich 3 minuty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmieSajte v cerstvom médiu a preneste
ich do novych flia$, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

Pomer rozdelenia lazb

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

Obnova kvapaliny 2 az 3-kréat tyzdenne
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_XB25

Rozmrazovanie a kultivacia

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 KRYOKONZERVACIA

Sterilita

Kontaminacia mykoplazmami sa vylu€uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem zaloZzenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa denne vizualne kontroluju.

Mrazové médium Ako kryokonzerva¢né médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 %
DMSO na zabezpecenie primeranej zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové
Cislo 800100 spolocnosti Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a
metabolické stabilizatory na zlepSenie obnovy a znizenie stresu spésobeného kryo.

Podmienky skladovania

Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150 az -196 °C. Skladovanie pri
teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého dusika.

Dopravné podmienky

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s dostato€énym mnozstvom chladiva na
udrzanie teploty priblizne -78 °C pocCas celej prepravy. Po prijati ihned skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do
vhodného skladu.

PRAVNE INFORMACIE A BEZPECNOST

Bezpecnostné opatrenia

Pri planovani uskladnenia kryovirusu v kvapalnom dusiku na buddce rozmrazenie je potrebné dodrziavat prisne bezpe€nostné opatrenia.
Vhodné ochranné rukavice a odev st nevyhnutné a pocas prenosu zmrazenych vzoriek do nadrze s tekutym dusikom alebo z nej sa
vyZaduje pouZzivanie tvarovej masky alebo ochrannych okuliarov. Je to z dévodu zniZenia rizika poranenia v dosledku moznej explézie
kryovirusu pri vyberani, ktord m6zZe mat za nasledok vymrstenie ostrych Glomkov.

Zaruka

V spolo¢nosti Cytion si stojime za kvalitou a zivotaschopnostou naSich produktov.

Garantujeme, Ze naSe bunky budu zivotaschopné na zaciatku kultivacie po€as 60 dni po odoslani z naSich zariadeni.
Zaru€ujeme, Ze vSetky materialy zodpovedaju Specifikaciam opisanym v certifikate analyzy a/alebo v produktovom liste

Uplné informacie najdete v naom <a href=""/Kto sme/zaruka/" hreflang=""x-default"">Vyhlaseni o zaruke
Platia zmluvy s tretimi stranami Yes
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