Product sheet

 Cytion

NCH644 rakud | 300124

Uldine teave

Description

Organism

Tissue

Disease
Omadused

Age

Gender

Ethnicity

Growth
properties

NCH644 rakuliin on glioblastoomi tiiveline rakuliin, mis on saadud patsientide kasvajatest, millel puudub EGFR-i
amplifikatsioon, mistGttu on see vaartuslik mudel glioblastoomi bioloogia uurimiseks, eriti kasvufaktorite
signalisatsiooni ja tiivirakkude omaduste kontekstis. Uuringud on ndidanud, et NCH644 rakkudes mangib
pdhiline fibroblastide kasvufaktor (bFGF) olulist rolli kasvu vahendamisel ja tlivirakkude omaduste sailitamisel,
samas kui epidermise kasvufaktor (EGF) ei avalda samasugust m&ju. NCH644 rakud reageerivad bFGF-le,
suurendades tiivirakkude markerite, nagu CD133 ja nestin, ekspressiooni, ning neil on ka suurem vastupanu
apoptoosile. See resistentsus koos EGFR-i amplifikatsiooni puudumisega teeb NCH644 sobilikuks mudeliks
glioblastoomi tiivirakkude kaitumise moistmiseks, eriti erinevate kasvufaktorite tingimustes.

NCH644 teine tahelepanuvdarne omadus on tema aeglasem proliferatsioonikiirus virreldes teiste glioblastoomi
tlvirakuliinidega, naiteks NCH421k. Kui NCH644 rakke stimuleeritakse bFGF-ga, on EGFR-i ekspressioon
suurenenud isegi EGFR-i amplifikatsiooni puudumisel, mis réhutab fibroblastide kasvufaktori retseptorite
(FGFR-i) ja EGFR-i signaaliradade vastastikmoju. Lisaks sellele mangib bFGF rolli NCH644 rakkude
klonogeensuse ja multipotentsuse suurendamisel, mis toetab veelgi arusaama, et bFGF on oluline nende
rakkude glioomi tliveliste omaduste sailitamisel.

Samuti on naidatud, et NCH644 rakud sisaldavad margistust sdilitavaid, aeglase tsiikliga alampopulatsioone,
millel on suurenenud kasvajakujulisus ja resistentsus selliste ravimeetodite nagu kiiritus ja temozolomiid
suhtes. See NCH644 liini margistust sailitavate rakkude alampopulatsioon on vaga tumorigeenne, olles
voimeline moodustama immuunpuudulikkusega hiirtel kasvajaid isegi vaikese rakkude arvu korral. Need
omadused koos nende resistentsusega standardsete ravimeetodite suhtes teevad NCH644 kriitiliseks vahendiks
glioblastoomi tiivirakkudele suunatud ravistrateegiate uurimisel.
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Citation

NCH644 (Cytioni katalooginumber 300124)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_x914

Biomolekulaarsed andmed

Antigen
expression

Tumorigenic

Ploidy status
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Vaga CD133-positiivne

Jah

Aneuploidne

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L gliikoosi, w: 2,5 mM L-glutamiini, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM
naatriumpliruvaati, w: 1,2 g/L NaHCO3 (Cytioni artikli number 820400a)

Keskkonda tdiendatakse 10% FBS, 5 mg/L hepariini, 20 ng/ml bFGF, 20 mikrogrammi/L EGF, 5 mg/L insuliini, 100
mg/L transferriini, 5,2 mikrogrammi/L Na-seleniit, 6,3 mikrogrammi/L progesteroon, 161,1 mikrogrammi/L
putresiin, 50 mg/L hiidrokortinson

Sferoidikultuuride subkultuurimiseks alustage sferoidide mehaanilise dissotsiatsiooniga, kasutades Eppendorfi
pipetti, millel on 1000 pl filtriotsikud, 5-10 korda iiles-alla pipetiga. Parast seda tsentrifuugige segu 300 g juures 5
minutit toatemperatuuril, et rakud pelleteerida. Visake supernatant dra ja resuspenseerige rakupellet varskes
kultuurkeskkonnas. Lépuks kandke resuspendeeritud rakud uutesse kasvatusanumatesse, et soodustada
edasist sferoidide moodustumist. Selline ldhenemine tagab sferoidide tohusa lagunemise ja valmistab neid ette
jatkuvaks kasvuks uues keskkonnas

2x10° rakku/ml

2 kuni 3 korda nadalas

Post-Thaw Parast sulatamist laske rakkudel vahemalt 24-48 tundi kiilmutamisest taastuda.
Recovery
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Freeze Kriiokonserveerimisso6tmena kasutame 50% pohikeskkonda +40% FBS + 10% DMSO ehk CM-1 (Cytioni
medium katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja metaboolseid stabilisaatoreid, et
parandada taastumist ja vahendada kriioostressi.

Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jaaga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sdilitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sdilimine, voi jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke koik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake ulejadnud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sdotmekeskkond lihte T25 kolbi, et soodustada rakkude tdhusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ niisutatud atmosfaar.

Flask Coating
Optimaalse kinnitumise ja elujSulisuse tagamiseks parast sulatamist soovitame kasutada kollageeniga kaetud

koldeid voi plaate.

Freezing
Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt

kiilmutusainet, et sailitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvétmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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z::‘pd':;lt?ogns Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela [ammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.
Sdilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
leviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pohiste analiiliside kui ka luminestsentsil pShinevate
miikoplasma tuvastamise meetodite abil.
Bakteriaalse, seene- voi pdrmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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