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Altalanos informaciok

Description

Organism
Tissue
Disease
Jellemzok
Age
Gender
Ethnicity

Growth
properties

Az NCH612 egy betegektdl szarmazé oligodendrocita sejtvonal, amely emberi agyszovetbdl szarmazik, és az
anaplasztikus oligodendroglioma (WHO Ill. fokozat) relevans kutatasi modelljeként szolgal. Ez a sejtvonal az
IDH1 R132H mutaciét hordozza, amely az oligodendrogliomakhoz gyakran tarsulé jellegzetes genetikai
elvaltozas. A mutacio epigenetikai modositasokhoz vezet, beleértve a glioma CpG-sziget-metilator fenotipust (G-
CIMP), amely hozzajarul a tumor kialakulasahoz és progresszidjahoz. Figyelemre méltd, hogy az NCH612 az 1p és
19q kromoszoma karok részleges delécidjat mutatja, amely genetikai jellemzé gyakran megtaldlhato az
oligodendrogliomakban, és jobb progndzissal és bizonyos terapidkra valé reagalassal jar egylitt.

Vizsgélatok kimutattdk, hogy az NCH612 kiilondsen érzékeny a DNS-metiltranszferaz-gatlé decitabinra (DAC). A
DAC-kezelés a sejtek proliferacidjanak és koloniaképzédésének csokkenését eredményezi, elsésorban a TERT
(telomeraz reverz transzkriptaz) downregulacioja és a p21, a DNS-karosodasi valaszban részt vevé ciklinfliggd
kinaz inhibitor felszabalyozéasa révén. Erdekes médon lgy tlinik, hogy ez az érzékenység mind az IDH1 mutécid,
mind az 1p/19q kddelécid jelenlétéhez kapcsolddik, mivel mas IDH1-mutans glioma sejtvonalak, amelyek nem
rendelkeznek ezzel a delécidval, mint példdul az NCH1681, rezisztenciat mutatnak a DAC-kal szemben. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az epigenetikai terapidk, mint példaul a DAC, kiilonosen hatékonyak lehetnek az
IDH1-mutans anaplasztikus oligodendrogliomakban, amelyekben 1p/19q kddelécid van.

Tovabbi molekularis vizsgalatok azt mutatjak, hogy a DAC-kezelés az NCH612 sejtekben a DNS-replikacidval, a
sejtciklus szabalyozasaval és a lizoszomalis miikodéssel kapcsolatos Gtvonalak feldusulasahoz vezet, ami fényt
derit a gydgyszer hatasmechanizmusara. A TERT DAC altali elnyomasat a p21 kozvetiti, hangsulyozva ennek az
Utvonalnak az epigenetikai terdpiara adott valaszban betoltott kritikus szerepét. JOl meghatarozott genetikai és
epigenetikai profilja miatt az NCH612 értékes in vitro modellt jelent az anaplasztikus oligodendrogliomak
bioldgidjanak tanulmanyozasahoz és az 1p/19q kodelécidval rendelkez6 IDH1-mutans tumorokra iranyuld
célzott terapiak kifejlesztéséhez.

Emberi

Agy

Anaplasztikus oligodendroglioma, WHO IIl. fokozat, IDH1 mutans (R132H)

39 év

Férfi

Kaukazusi

Szferoid kulttra
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Szabalyozasi adatok

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

NCH612 (Cytion katalogusszam: 300121)

9606

CellosaurusAccession CVCL_x913

Biomolekularis adatok

A kezelése

Culture
Medium

Supplements

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L gliikdz, w: 2,5 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM natrium-piruvat, w:
1,2 g/L NaHCO3 (Cytion 820400a cikkszam)

A taptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel, 5 mg/L heparinnal, 20 ng/mL bFGF, 20 mikrogramm/L EGF, 5 mg/L inzulin,
100 mg/L transzferrin, 5,2 mikrogramm/L Na-selenit, 6,3 mikrogramm/L progeszteron, 161,1 mikrogramm/L
putreszcin, 50 mg/L hidrokortizon

A szferoidkulturak szubkultivalasahoz kezdje a szferoidok mechanikus disszociacidjaval, 5-10 alkalommal
torténd fel-le pipettazassal, 1000 pl-es szlir6hegyekkel ellatott Eppendorf pipettaval. Ezt kovetGen a sejtek
pelletalasahoz centrifugdlja az elegyet 300 g-nél 5 percig szobah6mérsékleten. Dobja el a feluiliszot, és
szuszpendalja Ujra a sejtpelletet friss taptalajban. Végiil a reszuszpendalt sejteket helyezze at Uj
tenyésztéedényekbe a tovabbi szferoidképzidés elGsegitése érdekében. Ez a megkozelités biztositja a
szferoidok hatékony lebomlasat, és felkésziti 6ket az Uj kdrnyezetben torténd tovabbi névekedésre

1x10° sejt/ml

2-3 naponta friss tapfolyadékot kell hozzaadni (2-5 ml-t a sejttenyésztd lombik méretétél figgben).

Post-Thaw Lassu. A felolvasztas utan hagyja, hogy a sejtek legalabb 48 6ran keresztiil regeneralddjanak a fagyasztasbol.

Recovery

Freeze A kriokonzervalashoz 50%-os alapkozeget +40% FBS + 10% DMSO-t vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam:

medium 800100) hasznalunk, amely optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a
regeneracio fokozasa és a krioindukalt stressz csokkentése érdekében.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

. Ellendrizze, hogy az injekcios liveg a széllitaskor mélyh(itétt marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek

integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids liveget gy, hogy tiszta vizzel és

antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfliird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlk, amig egy kis jégcsomd nem marad.

. Az 6sszes tovabbi [épést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezzik el, és nyitas el6tt

fertétlenitsiik a kriofuilkét 70%-os etanollal.

. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t vatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15

ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék

fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a

szuszpenzi6t két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

. Asejtvonal folyamatos novekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultira

protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

or £ Aot Py
37°C, 5 /°C02’ parasitott légkor.

A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegend6 hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels taroldhelyre.

A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallit4s soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.
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Storage

Conditions Hosszd tavd tartdsitas céljabdl helyezze az livegeket gézfazisi folyékony nitrogénbe, kortilbelil -150 és -196 °C
kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe val atvitel el6tt.

Minéségellendrzés [ Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyez6dést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapd mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.

HLA allélok 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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