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Description

Organism
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Disease

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Growth
properties
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Bunkova linia NCH644 je glioblastémova kmerova bunkova linia odvodena z nadorov pacientov, ktoré nemaju
amplifikaciu EGFR, ¢o z nej robi cenny model na studium bioldgie glioblastdmu, najma v kontexte signalizacie
rastovych faktorov a vlastnosti kmefiovych buniek. Sttdie preukazali, Ze v bunkdch NCH644 zohréva zakladny
fibroblastovy rastovy faktor (bFGF) vyznamnu Glohu pri sprostredkovani rastu a udrZiavani vlastnosti
kmeriovych buniek, zatial ¢o epidermalny rastovy faktor (EGF) podobné t¢inky nevykazuje. Bunky NCH644
reaguju na bFGF zvySenim expresie markerov kmeriovych buniek, ako si CD133 a nestin, a vykazuju aj zvysenu
odolnost voci apoptdze. Tato odolnost spolu s chybajicou amplifikaciou EGFR robi z NCH644 vhodny model na
pochopenie spravania kmeriovych buniek podobnych glioblastomu, najma za réznych podmienok pdsobenia
rastovych faktorov.

Daldou pozoruhodnou vlastnostou NCH644 je pomalia miera proliferacie v porovnani s inymi glioblastémovymi
kmeriovymi bunkovymi liniami, ako je NCH421k. Pri stimulacii bFGF vSak bunky NCH644 vykazuji zvySend
expresiu EGFR, a to aj pri absencii amplifikacie EGFR, ¢o poukazuje na interakciu medzi receptormi
fibroblastového rastového faktora (FGFR) a signalnymi drahami EGFR. Okrem toho bFGF zohrava tlohu pri
zvySovani klonogenity a multipotencie buniek NCH644, ¢o dalej podporuje nazor, ze bFGF je rozhodujici pre
udrzanie kmenovych vlastnosti tychto buniek podobnych gliému.

Ukazalo sa tiez, Ze bunky NCH644 ukryvaju subpopulacie s pomalym cyklom, ktoré vykazuji zvysent nadorov
aktivitu a odolnost vodi liecbe, ako je oZarovanie a temozolomid. Tato subpopulacia buniek zachovavajucich
znacku v ramci linie NCH644 je vysoko tumorigénna a je schopna vytvarat nadory u imunokompromitovanych
mysi aj pri malom pocte buniek. Tieto vlastnosti spolu s ich odolnostou voci Standardnej lieCbe robia z NCH644
kriticky nastroj na skimanie terapeutickych stratégii zameranych na kmeriové bunky glioblastému.

Ludské

Mozog

Glioblastém

66 rokov

Zeny

Kaukazsky

Sféroidna kultara
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Citation

NCH644 (katalogové Cislo Cytion 300124)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_x914

Biomolekularne udaje

Antigen
expression

Tumorigenic
Ploidy status

Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Vysoko CD133 pozitivny

Ano

Aneuploidné

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

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/| Na-selenitu, 6,3 mikrogramu/| progesterdnu, 161,1 mikrogramu/| putrescinu, 50
mg/l hydrokortinu

Pri subkultivacii sféroidnych kultdr zacnite mechanickou disociaciou sféroidov pipetovanim hore a dole 5 aZ 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 kultivacnych nadob, aby ste
podporili dalSiu tvorbu sféroidov. Tento postup zabezpecuje ucinny rozpad sféroidov a pripravuje ich na dalsi
rast v novom prostredi

2x10° buniek/ml

2 az 3-krat tyzdenne

Post-Thaw Po rozmrazeni nechajte bunky zotavit sa z procesu zmrazovania aspon 24 aZ 48 hodin.
Recovery
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Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame 50 % bazalne médium + 40 % FBS + 10 % DMSO alebo CM-1
medium (kataldégové Cislo Cytion 800100), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory
na zlepSenie regeneracie a zniZenie stresu spdsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuji na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrZala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote niZSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
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. Vsetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivaéného 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 kultivaéné 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
zabezpedia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

°¢ £ 2 ,
Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Flask Coating Ziadne

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji 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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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji 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.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné 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 vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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