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NCH®612 to oligodendrocytarna linia komérkowa pochodzaca od pacjenta, ktéra wywodzi sie z ludzkiej tkanki mézgowej 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), ktéry przyczynia sie do rozwoju i progresji nowotworu. W
szczegolnosci, NCH612 wykazuje czesciowa delecje ramion chromosomowych 1p i 19q, ceche genetyczng powszechnie wystepujaca w
oligodendroglejakach i zwigzang z lepszym rokowaniem i odpowiedzig na niektore 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 obecnoscig zaréwno mutacji IDH1, jak i kodelecji 1p/19q, poniewaz inne linie komoérkowe glejaka z mutacjg IDH1
bez tej delecji, takie jak NCH1681, wykazujg opornos¢ na DAC. Odkrycia te sugeruja, ze terapie epigenetyczne, takie jak DAC, moga by¢
szczegolnie skuteczne w oligodendroglejakach anaplastycznych z mutacjg IDH1 i kodelecja 1p/19q.

Dalsze badania molekularne ujawnity, ze leczenie DAC w komérkach NCH612 prowadzi do wzbogacenia szlakow zwigzanych z replikacjg
DNA, regulacja cyklu komérkowego i funkcjg lizosomalna, rzucajac Swiatto na mechanizm dziatania leku. W represji TERT przez DAC
posredniczy p21, podkreslajac krytyczna role tego szlaku w odpowiedzi na terapie epigenetyczna. Biorgc 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 mutacjg IDH1 z kodelecjg 1p/19q.

INFORMACJE OGOLNE

Opis

NCH®612 to oligodendrocytarna linia komérkowa pochodzaca od pacjenta, ktéra wywodzi sie z ludzkiej tkanki mézgowej 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), ktéry przyczynia sie do rozwoju i progresji nowotworu. W
szczegolnosci, NCH612 wykazuje czeSciowa delecje ramion chromosomowych 1p i 19q, ceche genetyczng powszechnie wystepujaca w
oligodendroglejakach i zwigzana z lepszym rokowaniem i odpowiedzia na niektére terapie.

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

Dalsze badania molekularne ujawnity, ze leczenie DAC w komdrkach NCH612 prowadzi do wzbogacenia szlakéw 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. Biorgc 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 mutacjg IDH1 z kodelecjg 1p/19q.

Chusteczka Mézg

Choroba Oligodendroglejak anaplastyczny, stopien Ill wg WHO, mutacja IDH1 (R132H)
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IDENTYFIKATORY
Zrédio
NCH612 (numer katalogowy Cytion 300121)

Numer identyfikacji podatkowej NCBI 9606

Cellosaurus CVCL x913

POSTEPOWANIE | HODOWLA

Pozywka hodowlana

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)

Atmosfera inkubacyjna 37°C, 5%C02, nawilzona atmosfera.

Suplementy

Do pozywki nalezy dodac 5 mg/I heparyny, 20 ng/ml bFGF, 20 mikrograméw/lI EGF, 5 mg/l insuliny, 100 mg/I transferyny, 5,2 mikrograma/I
selenitu sodu, 6,3 mikrograma/l progesteronu, 161,1 mikrograma/l putrescyny, 50 mg/l hydrokortyzonu

Hodowla komérek w subkulturze

W przypadku subkulturowania kultur sferoidalnych, nalezy rozpocza¢ od mechanicznej dysocjacji sferoidéw poprzez pipetowanie w gore i w
dot od 5 do 10 razy przy uzyciu pipety Eppendorf z koncéwkami filtrujgcymi 1000 pl. Nastepnie odwirowac mieszanine z predkoscig 300 g
przez 5 minut w temperaturze pokojowej w celu osuszenia komorek. Odrzuci¢ supernatant i ponownie zawiesi¢ osad komorek w Swiezym
podtozu hodowlanym. Na koniec przenie$ ponownie zawieszone komorki do nowych naczyn hodowlanych, aby promowac dalsze tworzenie
sferoidéw. Takie podejscie zapewnia skuteczny rozpad sferoid i przygotowuje je do dalszego wzrostu w nowym $rodowisku

Gestos¢ wysiewu 1 x 105 komérek/ml

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

Powrét do stanu sprzed rozmrozenia Powolny. Po rozmrozeniu nalezy odczeka¢ co najmniej 48 godzin, aby komdrki mogty dojs¢
do siebie po procesie zamrazania.

Rozmrazanie i hodowla

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

KONTROLA JAKOSCI | KRIOKONSERWACJA

Bezptodnosé

Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod wykrywania mykoplazmy opartych
na luminescenciji.

Aby upewnic sig, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sa poddawane codziennym
kontrolom wizualnym.
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_x913

Pozywka do zamrazania Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy 50% pozywki podstawowej + 40% FBS + 10%
DMSO lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra zawiera zoptymalizowane
osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i zmniejszenia
stresu wywotanego kriokonserwacja.

Warunki przechowywania

W celu diugotrwatego 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 krotki etap przejsciowy przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Warunki wysytki

Linie komorkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych opakowaniach z wystarczajaca
iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymac temperature okoto -78°C przez caly czas transportu. Po otrzymaniu przesyiki nalezy natychmiast
sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc¢ fiolki do odpowiedniego miejsca przechowywania.

DARCZYNCA
Wiek dawcy 39 lat
Pochodzenie etniczne Kaukaski

KWESTIE PRAWNE | BEZPIECZENSTWO

Srodki bezpieczenstwa

Planujac przechowywanie kriofiolek w ciektym azocie w celu ich p6zZniejszego rozmrozenia, nalezy bezwzglednie przestrzegac
rygorystycznych srodkéw bezpieczenstwa. Niezbedne sg odpowiednie rekawice i odziez ochronna, a podczas przenoszenia zamrozonych
probek do lub ze zbiornika z ciektym azotem wymagane jest stosowanie maski lub okularéw ochronnych. Ma to na celu zmniejszenie ryzyka
obrazen spowodowanych potencjalnymi eksplozjami kriowialu podczas wyjmowania, ktére moga skutkowa¢ wyrzuceniem ostrych
fragmentow.

Gwarancja

W Cytion gwarantujemy jakos¢ i zywotnos¢ naszych produktow.

Gwarantujemy, ze nasze komoérki beda zywotne na poczatku hodowli przez 60 dni po wysytce z naszych zaktadow.
Zapewniamy, ze wszystkie materiaty sa zgodne ze specyfikacjami opisanymi w certyfikacie analizy i/lub karcie produktu

Szczego6towe informacje mozna znalez¢ w naszej <a href=""/Who-we-are/Warranty/*" hreflang=""x-default"">0O$wiadczeniu gwarancyjnym
Obowiazuja umowy z podmiotami Yes
zewnetrznymi
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