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NCH640 stinu linija ir glioblastomas cilmes Stinu modelis, ko izmanto pétijumos, lai izpétitu audzéja rezistences
mehanismus, Stinu izdzivosanu stresa apstaklos un terapeitisko reakciju. Glioblastomu, kas ir viena no
agresivakajam smadzenu audzéju formam, ir grati arstét, jo ta ir rezistenta pret terapiju un pielagojas naidigai
mikrovides videi. NCH640 kultive specializeta barotné, pieméram, Neurobasal A ar tadam piedevam ka B27, un
tas augSanu veicina tadi batiski augsanas faktori ka EGF un FGF-2. To biezi izmanto kopa ar citiem gliomas
cilmes Stiinu modeliem, pieméram, NCH690 un NCH644, lai pétitu Sis biologiskas paradibas.

NCH640 pétijumos liela uzmaniba tiek pievérsta tas rezistences mehanismiem, jo ipasi hipoksiskos apstaklos.
Gliomas Sinam, pieméram, NCH640, ir raksturiga ievérojama atkariba no metaboliskajam adaptacijam, tostarp
no izmainitas reaktivo skabekla sugu (ROS) regulacijas. Pétijumi ir pieradijusi, ka, mérktiecigi iedarbojoties uz
tadiem celiem ka integréta stresa reakcija (ISR) NCH640 un radniecigas Stnu linijas, var uzlabot to jutibu pret
tadam terapijam ka temozolomids, ko parasti izmanto glioblastomas arsté$ana. Sie atklajumi ir svarigi, lai
izstradatu jaunas stratégijas, kas lautu parvareét gliomas cilmes Stinu raksturigo rezistenci pret standarta
terapeitiskajam intervencem.

Cilveks

Smadzenes

Glioblastoma

78 gadi

Sievietes

Kaukazietis

Daléji adhézijas sferoidu kultdra

NCH690 (Cytion kataloga numurs 300120)

9606
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CellosaurusAccession

CVCL_x915
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Tumorigenic
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DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glikozes, w: 2,5 mM L-glutamina, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM natrija piruvata,
w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820400a)

Papildinat barotni ar 10% FBS, 5 mg/| heparina, 20 ng/ml bFGF, 20 mikrogramu/l EGF, 5 mg/l insulina, 100 mg/!|
transferina, 5,2 mikrogramu/l Na-selenita, 6,3 mikrogramu/| progesterona, 161,1 mikrogramu/| putrescina, 50
mg/l hidrokortinsona

Sferotdu kultlru subkultivéSanu saciet, mehaniski sadalot sferoidus ar pipetém uz augsu un uz leju 5 lidz 10
reizes, izmantojot Eppendorf pipeti ar 1000 pl filtréjoSiem uzgaliem. Péc tam istabas temperatiira 5 minGtes
centrifugé maisijumu ar 300 g, lai granulétu Stinas. Izmetiet supernatantu un atkartoti suspendéjiet Stinu peliti
svaiga barotné. Visbeidzot parvietot resuspendétas Stinas jaunos barotnés, lai veicinatu sferoidu veidosanos.
Sada pieeja nodrosina efektivu sferoidu sadaliSanos un sagatavo tas turpmakai aug3anai jauna vidé

1x10° Sunas/ml

2 lidz 3 reizes nedéla

Post-Thaw Péc atkausésanas laujiet Sinam atgities no sasaldéSanas procesa vismaz 24-48 stundas.

Recovery

Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam 50 % bazes barotni + 40 % FBS + 10 % DMSO vai CM-1 (Cytion

medium kataloga numurs 800100), kas ietver optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu
regeneraciju un samazinatu krioinducéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
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Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek satitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatlra, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 minUtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stinu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augSanu.

8. levérojiet noteiktos subkultiiru protokolus, lai nodrosinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

P o _
37°C, 5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Neviens

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperattru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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Shipping
Conditions Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu

dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage
Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas

mikoplazmas noteikSanas metodes.

Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.

HLA aléeles A*:'03:01:01, '68:01:02
B*:'35:01:01, '47:01:01
C*:'04:01:01, '06:02:01
DRB1*:'07:01:01, '16:02:01
DQA1*:'01:02:02, '02:01:01
DQB1*:'02:02:01, '05:02:01
DPB1*:'04:01:01G, '04:02:01G
E:'01:01:01
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