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DAPK1 geninde bir raportor icerecek sekilde modifiye edilen NCI-H1299 RFP huicreleri, yalnizca belirli gen aktivasyonunu incelemek icin
yararl olmakla kalmiyor, ayni zamanda hicrelerin epigenetik ilaclara kiresel olarak nasil tepki verdigine dair daha genis bir anlayis sagliyor.
Arastirmacilar, Cap Analysis of Gene Expression (CAGE) adi verilen bir teknik kullanarak DNMTi (DAC), HDACi (SAHA veya SB939) veya
bunlarin kombinasyonlariyla yapilan tedavilere yanit olarak genom boyunca transkripsiyonun basladigi yerlerdeki degisiklikleri
detaylandirabilmislerdir. Bu yontem, sadece DAPK1 geninin beklenen yeniden aktivasyonunu degil, ayni zamanda 6zellikle ilag tedavisi
altinda, tedaviye bagli notlandiriimamis TSS'ler (TINAT 'lar) olarak adlandirilan yeni transkripsiyon baslangic bélgelerinin ortaya gikisini da
ortaya koymaktadir. Bu yeni baslangic bolgeleri tipik olarak genomun genellikle protein tretmeyen bolgelerinde bulunur ve potansiyel olarak
proteinleri kodlayabilecek yeni RNA molekdllerinin olusmasina yol acar.

Daha ileri analizler, bu yeni RNA molekdllerinin bazen mevcut olanlarla birleserek TINAT-ekson flizyon transkriptleri olarak bilinen
transkriptleri olusturabilecegini gostermektedir. Bu transkriptlerin nasil eklendigine bagh olarak, yeni, atipik proteinlere dénusebilirler. Bu
sureg, bu transkriptlerin gercekten de yeni protein formlarinin Uretimine yol acabilecegini gosteren laboratuvar teknikleriyle dogrulanmistir. Bu
proteinler hiicre icinde anormal etkilesime girebilir veya bagisiklik sistemi tarafindan yabanci olarak taninabilir ve potansiyel olarak kanser
tedavisi icin yeni hedefler sunabilir.

Bu TINAT'larin aktivasyonu, hem DNA metilasyonunda hem de histon modifikasyonlarinda karmasik degisiklikler icerir ve ilac tedavisi
altindaki bu epigenetik faktorler arasinda karmasik bir etkilesim oldugunu gésterir. Ozellikle, DAC ve SB939'un birlikte kullanimi, bu yeni
transkriptlerin ifadesini her iki ilacin da tek basina kullaniimasindan daha fazla artirarak daha buyuk bir etki gostermektedir. Bu etkilesimleri ve
sonuglarini anlamak, epigenetik tedavilerin hiicre davranisini nasil degistirdigini netlestirmeye yardimci olur ve bu karmasik molekuler
degisikliklerden yararlanan yeni kanser tedavileri icin olanaklar sunar.

GENEL BILGILER

Aciklama

DAPK1 geninde bir raportor icerecek sekilde modifiye edilen NCI-H1299 RFP hucreleri, yalnizca belirli gen aktivasyonunu incelemek icin
yararl olmakla kalmiyor, ayni zamanda hiicrelerin epigenetik ilaclara kiiresel olarak nasil tepki verdigine dair daha genis bir anlayis sagliyor.
Arastirmacilar, Cap Analysis of Gene Expression (CAGE) adi verilen bir teknik kullanarak DNMTi (DAC), HDACi (SAHA veya SB939) veya
bunlarin kombinasyonlariyla yapilan tedavilere yanit olarak genom boyunca transkripsiyonun basladigi yerlerdeki degisiklikleri
detaylandirabilmislerdir. Bu yontem, sadece DAPK1 geninin beklenen yeniden aktivasyonunu degil, ayni zamanda 6zellikle ilag tedavisi
altinda, tedaviye bagl notlandiriimamis TSS'ler (TINAT 'lar) olarak adlandirilan yeni transkripsiyon baslangi¢ bolgelerinin ortaya cikisini da
ortaya koymaktadir. Bu yeni baslangic bolgeleri tipik olarak genomun genellikle protein tretmeyen bolgelerinde bulunur ve potansiyel olarak
proteinleri kodlayabilecek yeni RNA molekdllerinin olusmasina yol acar.

Daha ileri analizler, bu yeni RNA molekdllerinin bazen mevcut olanlarla birleserek TINAT-ekson flizyon transkriptleri olarak bilinen
transkriptleri olusturabileceg@ini gostermektedir. Bu transkriptlerin nasil eklendigine bagh olarak, yeni, atipik proteinlere dénusebilirler. Bu
siireg, bu transkriptlerin gergekten de yeni protein formlarinin tiretimine yol agabilecegini gosteren laboratuvar teknikleriyle dogrulanmistir. Bu
proteinler hiicre icinde anormal etkilesime girebilir veya bagisiklik sistemi tarafindan yabanci olarak taninabilir ve potansiyel olarak kanser
tedavisi icin yeni hedefler sunabilir.

Bu TINAT'larin aktivasyonu, hem DNA metilasyonunda hem de histon modifikasyonlarinda karmasik degisiklikler icerir ve ilac tedavisi
altindaki bu epigenetik faktorler arasinda karmasik bir etkilesim oldugunu gésterir. Ozellikle, DAC ve SB939'un birlikte kullanimi, bu yeni
transkriptlerin ifadesini her iki ilacin da tek basina kullanilmasindan daha fazla artirarak daha buyuk bir etki gostermektedir. Bu etkilesimleri ve
sonuglarini anlamak, epigenetik tedavilerin hiicre davranisini nasil degistirdigini netlestirmeye yardimci olur ve bu karmasik molekdler
degisikliklerden yararlanan yeni kanser tedavileri icin olanaklar sunar.

Doku Akciger
Hastalik Buyuk hucreli karsinom
Metastaz yeri Birincil timdriin yeri (akciger)

Uygulamalar

Epigenetik tedavi arastirmalari; DAPK1 geninin yeniden aktivasyonu; DNMTi ve HDACi ilag yaniti calismalari; tedaviye bagh, heniiz
tanimlanmamis transkripsiyon baslangi¢ noktalari (TINAT lar); CAGE transkriptomikleri; flizyon transkript analizi; gizli promotérlerden atipik
protein Uretimi; epigenetik ila¢ kombinasyon taramasi
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SINIFLANDIRMA

Canli insan
Biiyuime o6zellikleri Bagl
GDO durumu GMO-S1

GDO durumuna iligkin ayrintilar

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.

Biyogiivenlik seviyesi 1
OZELLIKLER
Morfoloji Epitel benzeri
Hucre tirii Epitel hucreleri
iki katina ¢cikma siiresi yaklasik 24 ila 36 saat

TANIMLAYICILAR

Kaynak gosterimi
G418 direnci ve susturulmus raportér iceren NCI-H1299-EGFP (DKFZ # P-1045) (Cytion katalog numarasi 300272)

NCBI Vergi Kimlik Numarasi 9606

Cellosaurus CVCL XB25

iSLEME VE YETISTIRME

Besiyeri
RPMI 1640, w: 2.0 mM stabil Glutamin, w: 2.0 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820700a)

Kulucka ortami 37°C, %5C02, nemlendiriimis atmosfer.

Takviyeler
Ortami %10 FBS ile takviye edin

Ayristirma reaktifi Accutase

Alt kultiir olusturma

Yapisik hiuicrelerden eski ortami gikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri i¢in 3-5 ml PBS ve T75 siseleri

icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar icin 1-2 ml ve T75 flasklar icin 2,5 ml kullanarak hicreleri Accutase ile tamamen kaplayin.

Hiicreleri ayirmak icin oda sicakliinda 8-10 dakika inkiibasyona birakin. inkilbasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek i¢in 10 ml
besiyeriyle hafifce karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santriftijleyin. Stipernatanti atin, hicreleri taze besiyerinde yeniden stispanse edin

ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

Béliinme orani l'den 5'e kadar

Ekim yogunlugu 1ila 3 x 104 hiicre/cm?

Sivi degisimi haftada 2 ila 3 kez
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_XB25

Cozme ve kiltirleme

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.

KALITE KONTROL VE KRIYOPREZERVASYON

Kisirhk

Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanl tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit ydntemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak igin hticre kilturleri gunliik gorsel incelemelere tabi tutulur.

Dondurma ortami Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢cozulme sonrasi canlilik i¢in tam buyime ortami
(FBS dahil) + %10 DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-induklenmis stresi azaltmak icin
optimize edilmis ozmoprotektanlar ve metabolik stabilizatérler iceren CM-1 (Cytion katalog
numarasi 800100) kullaniyoruz.

Saklama kosullari

Uzun sureli muhafaza icin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazl sivi nitrojen igine yerlestirin. 80 °C'de saklama yalnizca sivi
nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Nakliye kosullari

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak icin yeterli sogutucu akiskan iceren, onaylanmis, yalitiimis
ambalajlarda kuru buz tzerinde goénderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

YASAL VE GUVENLIK

Giivenlik 6nlemleri

ileride ¢dzdirmek tizere sivi nitrojen icinde bir kriyoviyal saklamayi planlarken, siki giivenlik énlemlerine uymak zorunludur. Uygun koruyucu
eldivenler ve giysiler sarttir ve dondurulmus numunelerin sivi nitrojen tankina veya tanktan transferi sirasinda yiiz maskesi veya koruyucu
gozluk kullanilmasi gerekir. Bu, ¢ikarma sirasinda keskin parcgalarin firlamasina neden olabilecek potansiyel kriyoviyal patlamalardan
kaynaklanan yaralanma riskini azaltmak igindir.

Garanti

Cytion olarak uriinlerimizin kalitesinin ve canhhginin arkasindayiz.

Hucrelerimizin, tesislerimizden sevkiyattan sonra 60 giin boyunca kiltiiriin baslangicinda canh olacagini garanti ediyoruz.
Tim malzemelerin Analiz Sertifikasi ve/veya Uriin Sayfasinda agiklanan 6zelliklere uygun oldugunu garanti ediyoruz
Tim ayrintilar icin lttfen <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang=""x-default"">Garanti Beyanimiza bakin

Uciincii taraf sozlesmeleri gecerlidir Yes
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