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Informacion general

Description
NCH612 es una linea celular oligodendrocitica derivada de un paciente, que proviene de tejido cerebral humano

y sirve como modelo de investigacion relevante para el oligodendroglioma anaplasico (grado Ill de la OMS). Esta
linea celular presenta la mutacién IDH1 R132H, una alteracion genética caracteristica que se asocia con
frecuencia a los oligodendrogliomas. La mutacion da lugar a modificaciones epigenéticas, entre ellas el fenotipo
metilador de islas CpG en gliomas (G-CIMP), que contribuye al desarrollo y la progresion del tumor. Cabe
destacar que la NCH612 presenta una delecién parcial de los brazos cromosémicos 1p y 19q, una caracteristica
genética que se encuentra cominmente en los oligodendrogliomas y que se asocia con un mejor prondstico y
una mejor respuesta a ciertas terapias.

Los estudios han demostrado que el NCH612 es particularmente sensible a la decitabina (DAC), un inhibidor de
la metiltransferasa de ADN. El tratamiento con DAC da como resultado una reduccion de la proliferacion celular
y la formacidn de colonias, principalmente a través de la regulacion a la baja de TERT (transcriptasa inversa de
la telomerasa) y la regulacion al alza de p21, un inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina involucrado en la
respuesta al dafio del ADN. Curiosamente, esta sensibilidad parece estar relacionada con la presencia tanto de
la mutacién en IDH1 como de la codelecion 1p/19q, ya que otras lineas celulares de glioma con mutacién en
IDH1 que carecen de esta delecion, como la NCH1681, muestran resistencia a la DAC. Estos hallazgos sugieren
que las terapias epigenéticas como el DAC podrian ser particularmente efectivas en los oligodendrogliomas
anaplasicos con mutacién en IDH1 y codelecién 1p/19q.

Investigaciones moleculares adicionales revelan que el tratamiento con DAC en las células NCH612 conduce al
enriquecimiento de vias relacionadas con la replicacidn del ADN, la regulacion del ciclo celular y la funcién
lisosomica, lo que arroja luz sobre el mecanismo de accion del farmaco. La represion de TERT por el DAC esta
mediada por p21, lo que resalta el papel fundamental de esta via en la respuesta a la terapia epigenética. Dado
su perfil genético y epigenético bien definido, la linea celular NCH612 representa un valioso modelo in vitro para
estudiar la biologia de los oligodendrogliomas anaplasicos y para desarrollar terapias dirigidas a tumores con
mutacién en IDH1y codelecion 1p/19q.

Organism Humano
Tissue Cerebro

Disease Oligodendroglioma anaplasico, grado Ill segin la OMS, con mutacién en el gen IDH1 (R132H)
Caracteristicas

Age 39 afios
Gender Hombre
Ethnicity caucésico

Growth Cultivo de esferoides
properties
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Datos normativos

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

NCH612 (nimero de catalogo de Cytion 300121)

9606

CellosaurusAccession CVCL_x913

Datos biomoleculares

Manejo

Culture
Medium

Supplements

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Post-Thaw
Recovery

Freeze
medium
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DMEM:F12 de Ham (1:1), p/v: 3,1 g/L de glucosa, p/v: 2,5 mM de L-glutamina, p/v: 15 mM de HEPES, p: 0,5 mM de
piruvato de sodio, p: 1,2 g/L de NaHCO; (nimero de articulo de Cytion 820400a)

Afade al medio 5 mg/L de heparina, 20 ng/mL de bFGF, 20 microgramos/L de EGF, 5 mg/L de insulina, 100 mg/L
de transferrina, 5,2 microgramos/L de selenito de sodio, 6,3 microgramos/L de progesterona, 161,1
microgramos/L de putrescinay 50 mg/L de hidrocortisona

Para realizar subcultivos de esferoides, comience por disociar mecanicamente los esferoides pipeteando hacia
arriba y hacia abajo de 5 a 10 veces con una pipeta Eppendorf con puntas filtrantes de 1000 ul. Después,
centrifuga la mezcla a 300 g durante 5 minutos a temperatura ambiente para sedimentar las células. Desecha el
sobrenadante y resuspende el sedimento celular en medio de cultivo fresco. Finalmente, transfiera las células
resuspendidas a nuevos recipientes de cultivo para promover una mayor formacién de esferoides. Este método
garantiza una disociacion eficiente de los esferoides y los prepara para un crecimiento continuo en un nuevo
entorno.

1x10° células/mL

Se debe agregar medio fresco cada 2 a 3 dias (de 2 a 5 ml, dependiendo del tamafio del frasco de cultivo celular).

Con calma. Después de descongelar, deja que las células se recuperen del proceso de congelacidn durante al
menos 48 horas.

Como medio de criopreservacion, utilizamos un 50 % de medio basal + 40 % de FBS + 10 % de DMSO, 0 CM-1
(nimero de catalogo de Cytion 800100), que incluye osmoprotectores y estabilizadores metabdlicos
optimizados para mejorar la recuperacion y reducir el estrés inducido por la criopreservacion.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Verifique que el vial se mantenga profundamente congelado al momento de la entrega, ya que las

células se envian en hielo seco para mantener temperaturas 6ptimas durante el transporte.

2. Alrecibirlo, almacene el criovial inmediatamente a temperaturas inferiores a -150 °C para garantizar la
preservacion de la integridad celular, o bien contintie con el paso 3 si se requiere un cultivo inmediato.

3. Para el cultivo inmediato, descongele rapidamente el vial sumergiéndolo en un bafio de agua a 37 °C
con agua limpia y un agente antimicrobiano, agitando suavemente durante 40 a 60 segundos hasta que
quede un pequefio trozo de hielo.

4. Realice todos los pasos posteriores en condiciones estériles bajo una cabina de flujo laminar,
desinfectando el criovial con etanol al 70 % antes de abrirlo.

5. Abra con cuidado el vial desinfectado y transfiera la suspension celular a un tubo de centrifuga de 15 ml
que contenga 8 ml de medio de cultivo a temperatura ambiente, mezclando suavemente.

6. Centrifugue la mezcla a 300 x g durante 3 minutos para separar las células y deseche con cuidado el
sobrenadante que contenga medio de congelacién residual.

7. Resuspende suavemente el sedimento celular en 10 ml de medio de cultivo fresco. Para las células
adherentes, divide la suspensidn entre dos frascos de cultivo T25; para los cultivos en suspensidn,
transfiere todo el medio a un solo frasco T25 para promover una interaccidn y un crecimiento celular
efectivos.

8. Siga los protocolos de subcultivo establecidos para el crecimiento y mantenimiento continuos de la
linea celular, asegurando resultados experimentales confiables.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% de CO,, atmésfera humidificada.

Shipping

Conditions Las lineas celulares criopreservadas se envian en hielo seco, en un embalaje aislante validado que contiene
suficiente refrigerante para mantener una temperatura de aproximadamente -78 °C durante todo el transporte.
Al recibir el envio, revise el contenedor de inmediato y traslade los viales sin demora al lugar de

almacenamiento adecuado.

Storage
Conditions Para la conservacion a largo plazo, coloque los viales en nitrégeno liquido en fase de vapor a una temperatura

de entre -150 y —196 °C, aproximadamente. El almacenamiento a -80 °C solo es aceptable como un paso
intermedio breve antes de transferirlos al nitrégeno liquido.
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Control de calidad y analisis molecular

Sterility

Se descarta la contaminacion por micoplasmas mediante ensayos basados en PCR y métodos de deteccion de
micoplasmas basados en luminiscencia.

Para garantizar que no haya contaminacion bacteriana, fingica o por levaduras, los cultivos celulares se
someten a inspecciones visuales diarias.
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