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Informacje ogélne

Description

Organism

Tissue

Disease

NCH612 to oligodendrocytarna linia komérkowa pochodzaca od pacjenta, ktéra wywodzi sie z ludzkiej tkanki
mozgowej i stuzy jako odpowiedni model badawczy dla oligodendroglejaka anaplastycznego (stopien Il wg
WHO). Ta linia komérkowa jest nosicielem mutacji IDH1 R132H, charakterystycznej zmiany genetycznej czesto
zwigzanej z oligodendroglejakami. Mutacja ta prowadzi do modyfikacji epigenetycznych, w tym fenotypu
metylatora wysp CpG glejaka (G-CIMP), ktdry przyczynia sie do rozwoju i progresji nowotworu. W szczegdlnosci,
NCH612 wykazuje czesciowa delecje ramion chromosomowych 1p i 19q, ceche genetyczna powszechnie
wystepujaca w oligodendroglejakach i zwiazana z lepszym rokowaniem i odpowiedzig na niektére terapie.

Badania wykazaty, ze NCH612 jest szczegdlnie wrazliwy na inhibitor metylotransferazy DNA - decytabine (DAC).
Leczenie DAC skutkuje zmniejszong proliferacjg komérek i tworzeniem kolonii, gtéwnie poprzez regulacje w dot
TERT (odwrotnej transkryptazy telomerazy) i regulacje w gore p21, inhibitora kinazy zaleznej od cyklin
zaangazowanego w odpowiedz na uszkodzenie DNA. Co ciekawe, wrazliwos¢ ta wydaje sie by¢ zwigzana z
obecnoscia zaréwno mutacji IDH1, jak i kodelecji 1p/19q, poniewaz inne linie komérkowe glejaka z mutacja
IDH1 bez tej delecji, takie jak NCH1681, wykazujg oporno$¢ na DAC. Odkrycia te sugeruja, ze terapie
epigenetyczne, takie jak DAC, moga by¢ szczegdlnie skuteczne w oligodendroglejakach anaplastycznych z
mutacja IDH1 i kodelecja 1p/19qg.

Dalsze badania molekularne ujawnity, ze leczenie DAC w komédrkach NCH612 prowadzi do wzbogacenia szlakdw
zwigzanych z replikacja DNA, regulacja cyklu komérkowego i funkcja lizosomalna, rzucajac Swiatto na
mechanizm dziatania leku. W represji TERT przez DAC posredniczy p21, podkreslajac krytyczna role tego szlaku
w odpowiedzi na terapie epigenetyczna. Biorac pod uwage dobrze zdefiniowany profil genetyczny i
epigenetyczny, NCH612 stanowi cenny model in vitro do badania biologii oligodendroglejakéw anaplastycznych
i opracowywania terapii celowanych ukierunkowanych na guzy z mutacja IDH1 z kodelecja 1p/19q.

Cztowiek

Mdzg

Oligodendroglejak anaplastyczny, stopien Il wg WHO, mutacja IDH1 (R132H)

Charakterystyka

Age

Gender

Ethnicity

Growth
properties

39 lat

Mezczyzna

Kaukaski

Kultura sferoidalna

Dane regulacyjne
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

NCH612 (numer katalogowy Cytion 300121)

9606

CellosaurusAccession CVCL_x913

Depositor

C. Herold-Mende

Dane biomolekularne

Obstuga

Culture
Medium

Supplements

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukozy, w: 2,5 mM L-glutaminy, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pirogronianu
sodu, w: 1,2 g/l NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820400a)

Uzupetnic¢ pozywke 10% FBS, 5 mg/L Heparyny, 20 ng/mL bFGF, 20 mikrogram/L EGF, 5 mg/L Insuliny, 100 mg/L
Transferyny, 5,2 mikrogram/L Na-selenitu, 6,3 mikrogram/L Progesteronu, 161,1 mikrogram/L Putrescyny, 50
mg/L Hydrokortyzonu

W przypadku subkulturowania kultur sferoidalnych, nalezy rozpoczac od mechanicznej dysocjacji sferoidéw
poprzez pipetowanie w gore i w dét od 5 do 10 razy przy uzyciu pipety Eppendorf z koncowkami filtrujacymi
1000 pl. Nastepnie odwirowaé mieszanine z predkoscia 300 g przez 5 minut w temperaturze pokojowej w celu
osuszenia komérek. Odrzucié supernatant i ponownie zawiesi¢ osad komérek w $wiezym podtozu hodowlanym.
Na koniec przenie$ ponownie zawieszone komérki do nowych naczyr hodowlanych, aby promowac dalsze
tworzenie sferoidéw. Takie podejscie zapewnia skuteczny rozpad sferoid i przygotowuije je do dalszego wzrostu
w nowym $rodowisku

Zalecane sa proporcje od 1:2 do 1:5

1x10° komérek/ml

Swieza pozywka musi by¢ dodawana co 2-3 dni (2-5 ml w zalezno$ci od wielkoéci kolby do hodowli
komérkowej).

Post-Thaw Powolny. Po rozmrozeniu nalezy odczekac co najmniej 48 godzin, aby komorki mogty dojsc do siebie po

Recovery procesie zamrazania.

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy 50% pozywki podstawowej + 40% FBS + 10% DMSO lub CM-1 (numer

medium katalogowy Cytion 800100), ktéra zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w
celu zwiekszenia regeneracji i zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucic supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdow.

Incubation

or 0 s
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating
W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub

ptytek pokrytych kolagenem.

Freezing
Procedure Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych

opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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Shipping
Conditions

Storage
Conditions

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility

Profil STR

Allele HLA

 Cytion

Linie komodrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki

do odpowiedniego miejsca przechowywania.

W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od
-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy

przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3

poddawane codziennym kontrolom wizualnym.

Amelogenin: x,x
CSF1PO: 11,12
D13S317: 10
D16S539: 11,13
D5S818: 11,13
D7S820: 10,11
THO1:6,7
TPOX: 8,12
VWA: 17
D3S1358: 14,18
D21S11: 28,31
D18S51:13
PentaE: 11,14
Penta D: 9,12
D8S1179: 13
FGA: 21

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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