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Description
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Age

Gender

Ethnicity

Growth
properties

Az NCH644 sejtvonal egy olyan glioblasztoma-Gssejt-szert sejtvonal, amely olyan beteg tumorokbdl szarmazik,
amelyekbdl hianyzik az EGFR-amplifikacio, igy értékes modell a glioblasztéma bioldgiajanak tanulmanyozasara,
kiilondsen a ndvekedési faktorok jelatvitelének és az Gssejtek tulajdonsagainak dsszefliggésében. Vizsgalatok
kimutattak, hogy az NCH644 sejtekben a bazikus fibroblaszt névekedési faktor (bFGF) jelentds szerepet jatszik a
novekedés kozvetitésében és az Gssejtjellemzbk fenntartasaban, mig az epidermalis névekedési faktor (EGF)
nem mutat hasonlé hatast. Az NCH644 sejtek a bFGF-re az Gssejt-markerek, példaul a CD133 és a nestin
expresszidjanak novelésével reagalnak, és az apoptodzissal szembeni fokozott ellenallast is mutatnak. Ez a
rezisztencia, valamint az EGFR-amplifikacié hianya az NCH644-et megfelelé modellé teszi a glioblasztoma
Gssejt-szerl viselkedésének megértéséhez, kiilonosen kiilonb6z6 novekedési faktorok mellett.

Az NCH644 masik figyelemre mélto jellemzéje a lassabb proliferacids rata mas glioblasztoma 8ssejt-szerti
sejtvonalakhoz, példaul az NCH421k-hoz képest. Ugyanakkor bFGF-fel stimulalva az NCH644 sejtek az EGFR
fokozott expresszidjat mutatjak, még EGFR-amplifikacid hianyaban is, ami ravilagit a fibroblaszt névekedési
faktor receptorok (FGFR) és az EGFR jelatviteli Gtvonalak kozotti kélcsénhatasra. Ezen tilmen6en a bFGF
szerepet jatszik az NCH644 sejtek klonogenitasanak és multipotenciajanak novelésében, ami tovabb erdsiti azt
az elképzelést, hogy a bFGF kulcsfontossagu e sejtek glioma éssejt-szeri tulajdonsagainak fenntartasaban.

Az NCH644 sejtekrél az is kideriilt, hogy olyan jel6lés-visszatartd, lassu ciklust alpopulacidkat tartalmaznak,
amelyek fokozott tumorigenitast és rezisztenciat mutatnak olyan kezelésekkel szemben, mint a besugarzas és a
temozolomid. Az NCH644-vonalon belill a jel6lést visszatartd sejtek ezen alpopulacidja er6sen tumorgenikus, és
képes tumorok kialakitasara immunhianyos egerekben, még kis sejtszam esetén is. Ezek a tulajdonsagok,
valamint a standard kezelésekkel szembeni rezisztenciajuk az NCH644-et kritikus eszkozzé teszik a
glioblasztoma Gssejtjeit célzo terapias stratégiak vizsgalatahoz.

Emberi

Agy

Glioblastoma

66 év

NGi

Kaukazusi

Szferoid kulttra

Szabalyozasi adatok
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Citation

NCH644 (Cytion katalogusszam 300124)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_x914

Biomolekularis adatok

Antigen
expression

Tumorigenic
Ploidy status

A kezelése

Culture
Medium

Supplements

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Post-Thaw
Recovery
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Magasan CD133 pozitiv

Igen

Aneuploid

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)

Ataptalajt 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

......

torténd fel-le pipettazassal, 1000 ul-es szlir6hegyekkel ellatott Eppendorf pipettaval. Ezt kovetSen a sejtek
pelletdlasahoz centrifugélja az elegyet 300 g-nél 5 percig szobahémérsékleten. Dobja el a feliildszot, és
szuszpendalja Ujra a sejtpelletet friss taptalajban. Végiil a reszuszpendalt sejteket helyezze at (j
tenyésztéedényekbe a tovabbi szferoidképzidés elGsegitése érdekében. Ez a megkozelités biztositja a
szferoidok hatékony lebomlasat, és felkésziti Gket az Uj kbrnyezetben térténd tovabbi névekedésre

2x10° sejt/ml

hetente 2-3 alkalommal

A felolvasztas utan hagyja, hogy a sejtek legalabb 24-48 6ran keresztiil regeneralddjanak a fagyasztasbol.
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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.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itétt marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids tiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig dvatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, dramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertétlenitstk a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolt, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletl taptalajt tartalmaz.

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

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenzidt két T25-6s tenyésztblombik kozott; szuszpenzids kultirdk esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatés és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhatd kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%, Parasitott legkor.

Flask Coating
A felolvasztds utdni optimalis kétddés és életképesség érdekében kollagénnel bevont lombikok vagy lemezek

hasznélatat javasoljuk.
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Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfelels tarolohelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze 4t az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

Storage

Conditions Hosszd tavd tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, koriilbelul -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe valo atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellenérzésnek vetik ala.
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