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Genel bilgi

Description
NCH612, insan beyin dokusundan kaynaklanan ve anaplastik oligodendroglioma (WHO derece lll) i¢in ilgili bir
arastirma modeli olarak hizmet eden, hastadan tiiretilmis bir oligodendrositik hiicre hattidir. Bu hiicre hatti,
siklikla oligodendrogliomlarla iliskilendirilen ayirt edici bir genetik degisiklik olan IDH1 R132H mutasyonunu
barindirmaktadir. Mutasyon, timér gelisimi ve ilerlemesine katkida bulunan glioma CpG adasi metilator fenotipi
(G-CIMP) de dahil olmak tizere epigenetik modifikasyonlara yol acar. Ozellikle NCH612, oligodendrogliomlarda
yaygin olarak bulunan ve daha iyi prognoz ve belirli tedavilere yanit ile iliskili genetik bir 6zellik olan 1p ve 19q
kromozom kollarinin kismi bir delesyonunu sergiler.
Calismalar NCH612'nin DNA metiltransferaz inhibitorii desitabine (DAC) karsi 6zellikle hassas oldugunu
gostermistir. DAC ile tedavi, oncelikle TERT'in (telomeraz ters transkriptaz) asagi reglilasyonu ve DNA hasar
yanitinda yer alan bir sikline bagimli kinaz inhibitorii olan p21'in yukari regiilasyonu yoluyla hiicre cogalmasinin
ve koloni olusumunun azalmasina neden olur. ilging bir sekilde, bu hassasiyet hem IDH1 mutasyonunun hem de
1p/19q kodlamasinin varligiyla baglantili gériinmektedir, ¢linkii NCH1681 gibi bu delesyona sahip olmayan diger
IDH1-mutant glioma hiicre hatlari DAC'ye direng gostermektedir. Bu bulgular, DAC gibi epigenetik tedavilerin
ozellikle 1p/19q kodelasyonu olan IDH1-mutant anaplastik oligodendrogliomlarda etkili olabilecegini
disuindiirmektedir.
Daha ileri molekiiler incelemeler, NCH612 hiicrelerinde DAC tedavisinin DNA replikasyonu, hiicre donguisu
diizenlemesi ve lizozomal fonksiyonla ilgili yolaklarin zenginlesmesine yol agarak ilacin etki mekanizmasina isik
tuttugunu ortaya koymaktadir. TERT'in DAC tarafindan baskilanmasina p21 aracilik eder ve bu yolagin
epigenetik tedaviye yanittaki kritik roliinii vurgular. lyi tanimlanmis genetik ve epigenetik profili géz éniine
alindiginda, NCH612 anaplastik oligodendrogliomlarin biyolojisini incelemek ve 1p/19q kodlamasina sahip IDH1
mutant timorlere yonelik hedefe yonelik tedaviler gelistirmek icin degerli bir in vitro modeli temsil etmektedir.

Organism insan

Tissue Beyin

Disease Anaplastik oligodendroglioma, WHO derece I, IDH1 mutanti (R132H)

Ozellikler

Age 39yl

Gender Erkek

Ethnicity Kafkas

Growth Sferoid kiiltiir

properties

Diizenleyici Veriler
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

NCH612 (Cytion katalog numarasi 300121)

9606

CellosaurusAccession CVCL_x913

Biyomolekiiler Veriler

Ellecleme

Culture
Medium

Supplements

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3.1 g/L Glukoz, w: 2.5 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 0.5 mM Sodyum piruvat, w:
1.2 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820400a)

Ortama %10 FBS, 5 mg/L Heparin, 20 ng/mL bFGF, 20 mikrogram/L EGF, 5 mg/L insiilin, 100 mg/L Transferrin, 5,2
mikrogram/L Na-selenit, 6,3 mikrogram/L Progesteron, 161,1 mikrogram/L Putrescin, 50 mg/L Hidrokortinson
ekleyin

Sferoid kiltirleri alt kiiltiire almak icin, 1000 pl filtre uclu bir Eppendorf pipet kullanarak 5 ila 10 kez asagi yukari
pipetleme yoluyla sferoidleri mekanik olarak ayirarak baslayin. Bundan sonra, hiicreleri peletlemek icin karisimi
oda sicakliginda 5 dakika boyunca 300g'de santrifiijleyin. Siipernatanti atin ve hiicre peletini taze kiiltiir
ortaminda yeniden slispanse edin. Son olarak, daha fazla sferoid olusumunu tesvik etmek icin yeniden siispanse
edilen hiicreleri yeni kiiltiir kaplarina aktarin. Bu yaklasim etkili sferoid parcalanmasini saglar ve onlari yeni bir
ortamda stirekli biilylimeye hazirlar

1x10° hiicre/mL

Her 2-3 giinde bir taze besiyeri eklenmelidir (hiicre kiiltlri sisesinin boyutuna bagli olarak 2 ila 5 ml).

Post-Thaw Yavas. Coziildlikten sonra hiicrelerin en az 48 saat boyunca dondurma isleminden kurtulmasina izin verin.

Recovery

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, iyilesmeyi artirmak ve kriyo kaynakli stresi azaltmak icin optimize edilmis

medium ozmoprotektanlar ve metabolik stabilizatorler iceren %50 bazal ortam + %40 FBS + %10 DMSO veya CM-1
(Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklart korumak igin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinliglin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifij tlipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
stipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonugclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Cozildiikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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Storage
Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
HLA alelleri 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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