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Yleisia tietoja

Description
NCH612 on potilaasta perdisin oleva oligodendrosyyttinen solulinja, joka on peraisin ihmisen aivokudoksesta ja
toimii anaplastisen oligodendrogliooman (WHO:n aste IIl) merkityksellisena tutkimusmallina. Tassa solulinjassa
on IDH1 R132H -mutaatio, joka on tyypillinen geneettinen muutos, joka liittyy usein oligodendroglioomiin.
Mutaatio johtaa epigeneettisiin muutoksiin, kuten gliooman CpG-saarekkeiden metylaattorifenotyyppiin (G-
CIMP), joka edistaa kasvaimen kehittymista ja etenemistd. NCH612:lla on erityisesti kromosomivarsien 1p ja 19q
osittainen deleetio, joka on geneettinen ominaisuus, jota esiintyy yleisesti oligodendroglioomissa ja joka liittyy
parempaan ennusteeseen ja vasteeseen tietyille hoidoille.
Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd NCH612 on erityisen herkka DNA-metyylitransferaasin estdjalle dekitabiinille
(DAC). DAC-hoito vahentaa solujen lisddntymista ja pesakkeiden muodostumista, mika johtuu ensisijaisesti
TERT:n (telomeraasin kaanteistranskriptaasi) alaregulaatiosta ja p21:n, DNA-vauriovasteeseen osallistuvan
sykliini-riippuvaisen kinaasin estdjan, ylossaatelysta. Mielenkiintoista on, etta tama herkkyys nayttaa liittyvan
seka IDH1-mutaatioon etta 1p/19g-kodeleetioon, silla muut IDH1-mutaatiota sisaltavat glioomasolulinjat, joissa
ei ole tata deletiointia, kuten NCH1681, ovat resistentteja DAC:lle. Nama havainnot viittaavat siihen, etta
epigeneettiset hoitomuodot, kuten DAC, voisivat olla erityisen tehokkaita IDH1-mutaattisissa anaplastisissa
oligodendroglioomissa, joissa on 1p/19g-kodeleetio.
Molekulaariset lisatutkimukset paljastavat, etta DAC-hoito NCH612-soluissa johtaa DNA:n replikaatioon,
solusyklin saatelyyn ja lysosomaaliseen toimintaan liittyvien reittien rikastumiseen, mika valaisee lddkkeen
vaikutusmekanismia. TERT:n tukahduttaminen DAC:n avulla tapahtuu p21:n valitykselld, mika korostaa taman
reitin kriittistd roolia epigeneettisen hoidon vasteessa. Koska NCH612:n geneettinen ja epigeneettinen profiili on
hyvin maaritelty, se on arvokas in vitro -malli anaplastisten oligodendroglioomatyyppien biologian tutkimiseen
ja IDH1-mutantteisiin kasvaimiin, joissa on 1p/19g-kodeletio, suunnattujen kohdennettujen hoitojen
kehittamiseen.

Organism Ihminen

Tissue Aivot

Disease Anaplastinen oligodendrogliooma, WHO-luokka Ill, IDH1-mutaatio (R132H)

Ominaisuudet

Age 39 vuotta

Gender Mies

Ethnicity Kaukasialainen

Growth Palloviljely

properties
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Saantelytiedot

Citation

NCH612 (Cytionin luettelonumero 300121)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_x913

Biomolekyylitiedot

Kasittely

Culture
Medium

Supplements

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L glukoosia, w: 2,5 mM L-glutamiinia, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM
natriumpyruvaattia, w: 1,2 g/L NaHCO3 (Cytionin artikkelinumero 820400a)

Taydennetdan elatusainetta 10 % FBS:la, 5 mg/l hepariinilla, 20 ng/mL bFGF:lld, 20 mikrogrammaa/l EGF:ll&, 5
mg/linsuliinilla, 100 mg/l transferriinilla, 5,2 mikrogrammaa/l Na-selenitilld, 6,3 mikrogrammaa/!l
progesteronilla, 161,1 mikrogrammaa/l putresiinilld, 50 mg/l hydrokortinsonilla

Sferoidiviljelmien subkulturointi aloitetaan dissosioimalla sferoidit mekaanisesti pipetoimalla 5-10 kertaa ylos
ja alas kayttaen Eppendorf-pipettid, jossa on 1000 pl:n suodatinkarjet. Taman jalkeen seos sentrifugoidaan 300
g:n py6rimisnopeudella 5 minuutin ajan huoneenlammassa solujen pelletéimiseksi. Havita supernatantti ja
suspendoi solupelletti uudelleen tuoreeseen kasvatusmediumiin. Siirretdan lopuksi resuspendoidut solut uusiin
kasvatusastioihin, jotta edistetdan sferoidien muodostumista. Talld l[dhestymistavalla varmistetaan sferoidien
tehokas hajoaminen ja valmistellaan ne jatkamaan kasvuaan uudessa ymparistossa

1x10° solua/ml

Tuoretta elatusainetta on lisattava 2-3 paivan valein (2-5 ml soluviljelypullon koosta riippuen).

Post-Thaw Hitaasti. Sulatuksen jalkeen solujen on annettava toipua pakastusprosessista vahintdan 48 tuntia.

Recovery

Freeze Kryosailytysmediana kdytamme 50 % perusmediaa + 40 % FBS + 10 % DMSO:ta eli CM-1:td (Cytionin

medium luettelonumero 800100), joka sisdltda optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka
parantavat elpymista ja vahentavat kryosailytysstressia.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Varmista, ettd injektiopullo pysyy syvdjaadytettyna toimitettaessa, silld solut kuljetetaan kuivajaassa,
jotta optimaalinen l@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaadn valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vettd ja antimikrobista ainetta, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes
jaastd on jaljelld pieni jadmohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirra solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka sisaltaa 8
ml huoneenlampoista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja hévité varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jaanndspakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirrd kaikki
vdliaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.

Incubation

Atmosphere 37°C,5 %oy kostutettu ilmakeha.

Flask Coating Ei mitdén

Freezing

Procedure Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajaassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettdva viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Shipping

Conditions Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettdva viipymatta asianmukaiseen varastoon.
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Storage
Conditions Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan hoyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -
196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta / Geneettinen profiili / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla ettd luminesenssiin perustuvilla
mykoplasman osoitusmenetelmilla.

Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.

HLA-alleelit 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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