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Vseobecné informacie

Description
NCH612 je linia oligodendrocytarnych buniek odvodena od pacienta, ktora pochadza z ludského mozgového

tkaniva a slizi ako relevantny vyskumny model pre anaplasticky oligodendrogliom (WHO grade Il1). Tato
bunkova linia obsahuje mutédciu IDH1 R132H, charakteristick( geneticki zmenu, ktora sa ¢asto spaja s
oligodendrogliomami. Mutacia vedie k epigenetickym modifikaciam vratane fenotypu gliémového metylatora
ostrovov CpG (G-CIMP), ktory prispieva k rozvoju a progresii nadoru. NCH612 vykazuje najma ¢iastocnu deléciu
ramien chromozému 1p a 19q, o je geneticka charakteristika, ktora sa bezne vyskytuje u oligodendrogliémov a
spaja sa s lepSou progndzou a odpovedou na urcité terapie.

Stadie preukézali, Ze NCH612 je obzvlast citlivy na inhibitor metyltransferazy DNA decitabin (DAC). Lie¢ba DAC
vedie k znizeniu proliferacie buniek a tvorby kolénii, a to predovsetkym prostrednictvom zniZenia regulacie
TERT (telomerazovej reverznej transkriptazy) a zvysenia regulacie p21, inhibitora cyklin-dependentnej kinazy,
ktory sa podiela na reakcii na poskodenie DNA. Zaujimavé je, Ze tato citlivost zrejme sGvisi s pritomnostou
mutacie IDH1 aj s deléciou kddu 1p/19q, kedZe iné bunkové linie glidmov s mutaciou IDH1 bez tejto delécie, ako
napriklad NCH1681, vykazuju rezistenciu voci DAC. Tieto zistenia naznacuju, Ze epigenetické terapie, ako je DAC,
by mohli byt obzvlast (i¢inné pri anaplastickych oligodendrogliémoch s mutaciou IDH1 a kodeleciou 1p/19q.
DalSie molekuldrne vyskumy odhalili, Ze lie€ba DAC v bunkéch NCH612 vedie k obohateniu dréah sdvisiacich s
replikaciou DNA, regulaciou bunkového cyklu a lyzozomalnou funkciou, ¢o vrha svetlo na mechanizmus Gcinku
lieku. Represia TERT pomocou DAC je sprostredkovand p21, ¢o zdorazriuje kriticku tlohu tejto drahy v odpovedi
na epigenetickd liecbu. Vzhladom na dobre definovany geneticky a epigeneticky profil predstavuje NCH612
cenny in vitro model na Stidium bioldgie anaplastickych oligodendroglimov a na vyvoj cielenej terapie
zameranej na IDH1-mutantné nadory s kodeleciou 1p/19q.

Organism Ludské
Tissue Mozog
Disease Anaplasticky oligodendrogliom, WHO stuperi lIl, mutacia IDH1 (R132H)

Charakteristika

Age 39 rokov
Gender MuZi
Ethnicity Kaukazsky

Growth Sféroidna kultira
properties
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Regulacne udaje
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Citation NCH612 (katalégové &islo Cytion 300121)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_x913

Biomolekularne udaje

Spracovanie

Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu sodného,

Medium w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)

Supplements Doplrite médium o 10 % FBS, 5 mg/| heparinu, 20 ng/ml bFGF, 20 mikrogramov/l EGF, 5 mg/l inzulinu, 100 mg/|
transferinu, 5,2 mikrogramu/l Na-selenitu, 6,3 mikrogramu/| progesterénu, 161,1 mikrogramu/! putrescinu, 50
mg/l hydrokortinu

Subculturing Pri subkultivacii sféroidnych kultdr zaénite mechanickou disociaciou sféroidov pipetovanim hore a dole 5 a7 10-
krat pomocou pipety Eppendorf s 1000 pl filtracnymi Spickami. Potom zmes odstredujte pri 300 g pocas 5 minut
pri izbovej teplote, aby sa bunky peletizovali. Supernatant zlikvidujte a pelety buniek znovu rozpustte v
cerstvom kultivaénom médiu. Nakoniec preneste resuspendované bunky do novych kultivaénych nadob, aby ste
podporili dalSiu tvorbu sféroidov. Tento postup zabezpecuje G¢inny rozpad sféroidov a pripravuje ich na dalsi
rast v novom prostredi

Seeding 1x 10° buniek/ml

density

Fluid renewal KaZdé 2 aZ 3 dni sa musf pridat Cerstvé médium (2 aZ 5 ml v zavislosti od velkosti banky s bunkovou kultdrou).

Post-Thaw Pomalé. Po rozmrazeni nechajte bunky zotavovat sa z procesu zmrazovania aspori 48 hodin.

Recovery

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame 50 % bazalne médium + 40 % FBS + 10 % DMSO alebo CM-1

medium (katalogové Cislo Cytion 800100), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory
na zlepSenie regeneracie a zniZenie stresu spdsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na
suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

o Eo . ,
37°C,5 /0C02’ zvlhéena atmosféra.

Ziadne

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovévanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150
az -196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem
zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.

Alely HLA 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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