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Obecné informace

Description
NCH612 je oligodendrocytarni bunééna linie odvozena od pacienta, ktera pochazi z lidské mozkové tkané a

slouZi jako vhodny model pro vyzkum anaplastického oligodendrogliomu (WHO grade Il1). Tato bunécna linie
obsahuje mutaci IDH1 R132H, coZ je charakteristicka geneticka zména Casto spojovana s oligodendrogliomy.
Mutace vede k epigenetickym modifikacim, véetné fenotypu gliomového metylatoru ostrovii CpG (G-CIMP),
ktery prispiva k rozvoji a progresi nadoru. NCH612 vykazuje zejména ¢astecnou deleci ramen chromozomu 1p a
19q, coz je geneticka charakteristika, ktera se bézné vyskytuje u oligodendrogliom a je spojena s lepsi
progndzou a odpovédi na nékteré terapie.

Studie prokazaly, Ze NCH612 je obzvlasté citlivy na inhibitor DNA metyltransferazy decitabin (DAC). Lé¢ba DAC
vede ke snizeni bunécné proliferace a tvorby kolonii, predevsim prostrednictvim downregulace TERT
(telomerazové reverzni transkriptazy) a upregulace p21, inhibitoru cyklin-dependentni kinazy, ktery se podili na
reakci na poskozeni DNA. Zajimavé je, Ze tato citlivost zfejmé souvisi s pfitomnosti mutace IDH1 i kodelece
1p/19q, protoZe jiné bunécné linie gliomd s mutaci IDH1 bez této delece, jako je NCH1681, vykazuiji rezistenci
v0ci DAC. Tato zjisténi naznacuji, Ze epigenetické terapie, jako je DAC, by mohly byt (¢inné zejména u
anaplastickych oligodendrogliom( s mutaci IDH1 a kodeleci 1p/19q.

Dalsi molekularni vyzkumy odhalily, Ze [é¢ba DAC v burikach NCH612 vede k obohaceni drah souvisejicich s

vy s

replikaci DNA, regulaci bunécného cyklu a lysozomalni funkci, coZ vrha svétlo na mechanismus Gcinku léku.
Represe TERT plisobenim DAC je zprostiedkovana p21, coz zdtirazriuje kritickou roli této drahy v odpovédi na
epigenetickou terapii. Vzhledem k dobre definovanému genetickému a epigenetickému profilu predstavuje
NCH612 cenny in vitro model pro studium biologie anaplastickych oligodendrogliom( a pro vyvoj cilené terapie
zamérené na IDH1-mutované nadory s kodeleci 1p/19q.

Organism Clovék
Tissue Mozek
Disease Anaplasticky oligodendrogliom, WHO grade Ill, mutace IDH1 (R132H)

Charakteristika

Age 39 let
Gender MuZi
Ethnicity Kavkazsky

Growth Sféroidni kultura
properties

¢, o

Regulacni udaje
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

NCH612 (katalogové Cislo Cytion 300121)

9606

CellosaurusAccession CVCL_x913

Depositor

C. Herold-Mende

Biomolekularni data

Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-Glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu
sodného, w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)

Doplrite médium 10% FBS, 5 mg/l heparinu, 20 ng/ml bFGF, 20 mikrogram(/| EGF, 5 mg/l inzulinu, 100 mg/l
transferinu, 5,2 mikrogram(/| Na-selenitu, 6,3 mikrogram0/| progesteronu, 161,1 mikrogram/| putrescinu, 50
mg/l hydrokortinsonu

Pri subkultivaci sféroidnich kultur za¢néte mechanickou disociaci sféroid( pipetovanim 5 az 10krat nahoru a
dold pomoci pipety Eppendorf s filtraénimi Spickami o objemu 1000 pl. Poté smés odstredte pfi 300 g po dobu 5
minut pfi pokojové teploté, aby se buriky peletovaly. Supernatant zlikvidujte a bunécnou peletu znovu rozpustte
v Cerstvém kultivaénim médiu. Nakonec preneste resuspendované buriky do novych kultivacnich nadob, abyste
podporili dalsi tvorbu sféroidi. Tento postup zajistuje G¢inné rozdéleni sféroid a pripravuje je na dalsi rist v
novém prostredi

Doporucuje se pomér 1:2 a7 1:5

1x 10° bunék/ml

Kazdé 2 az 3 dny je tfeba pridat ¢erstvé médium (2 az 5 mlv zavislosti na velikosti bariky s bunécnou kulturou).

Post-Thaw Pomalé. Po rozmrazeni nechte buriky alespori 48 hodin zotavovat z procesu zmrazovani.

Recovery

Freeze Jako kryokonzerva¢ni médium pouZivame 50% zakladni médium + 40% FBS + 10% DMSO nebo CM-1

medium (katalogové Cislo Cytion 800100), které obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory
pro zlepSeni regenerace a snizeni stresu vyvolaného kryo.
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Thawing and

rin vo s . ” - _ . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pri dodani hluboce zmrazena, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pri teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okam?zita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporucujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure Kryokonzervované buné&cné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovéfenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping
Conditions

Storage
Conditions

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility

Profil STR

Alely HLA

 Cytion

Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned

zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196
°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky pfechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.

Amelogenin: x,x
CSF1PO: 11,12
D13S317: 10
D16S539: 11,13
D5S818:11,13
D7S820: 10,11
THO1: 6,7
TPOX: 8,12
VWA: 17
D3S1358: 14,18
D21S11: 28,31
D18S51: 13
PentaE: 11,14
Penta D: 9,12
D8S1179: 13
FGA: 21

A*:'02:01:01
B*:'57:01:01, '57:01:01G
C*:'04:01:01
DRB1*:'11:01:01
DQA1*: '05:05:01
DQB1*:'03:01:01
DPB1*:'04:02:01

E: '01:03:02
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