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305557

Rakuliin IM95m on saadud méddukalt diferentseerunud mao adenokartsinoomist ning on tuntud oma vdime
poolest toota méarkimisvaarseid koguseid tsiitokiinidest, eelkdige hepatotsiilitide kasvufaktorit (HGF),
veresoonte endoteeli kasvufaktorit (VEGF) ja interleukiini-8 (IL-8). See omadus teeb IM95m-st vaartusliku mudeli
kasvajate ja angiogeneesi vastastikmdju ning véhi leviku ja metastaaside mehhanismide uurimiseks. Rakuliinil
on epiteelne morfoloogia tihedate rakusiseste ihendustega ja arvutatud kahekordistumisaeg on umbes 25
tundi. IM95m loodi algselt maovahi proovist ja on ndidanud véimet moodustada kasvajaid in vivo, mis viitab
selle tuumorigeensele potentsiaalile.

IM95m voime eritada suuri koguseid HGF-i ja VEGF-i on eriti oluline vahi progressiooni uuringutes, kuna need
kasvufaktorid on angiogeneesi ja kasvaja kasvu peamised ajendajad. HGF tootmine on pidev ja markimisvaarne,
mis suurendab IM95m potentsiaali anda teadmisi HGF-i poolt juhitavate vahiradade kaitumise kohta. Nende
faktorite sekretsioon viitab IM95m rollile sihtterapiate, nagu VEGFR-inhibiitorid, resistentsusmehhanismide
uurimisel, kus HGF-i vahendatud signaalimine voib mangida rolli ravi efektiivsuse vahenemises.

Lisaks angiogeneesiga seotud tsiitokiinide tootmisele on IM95m-i hinnatud ka kasvajate kasvu parssimist
kasitlevates eksperimentaalsetes mudelites. Selle ekspressiooniprofiil toetab uuringuid ravistrateegiatest, mis
on suunatud samaaegselt nii VEGF-i kui ka HGF-i signaaliteedele - ldhenemisviis, mis vdiks pakkuda
terviklikumaid vahiravi tulemusi.
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Maha
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IM95M, IM95 m, IM-95m
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

IM95m (Cytioni katalooginumber 305557)

9606

CellosaurusAccession CVCL_2962

Biomolekulaarsed andmed

Tootlemine

Culture
Medium

Supplements

DMEM, w: 4,5 g/L gliikoosi, w: 4 mM L-glutamiini, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM naatriumpiiruvaati (Cytioni artikli
number 820300a)

Taiendada s66tme 10% FBS-ga

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Eemaldage kleepunud rakkudelt vana s66tme ja peske neid PBS-ga, milles puudub kaltsium ja magneesium.
T25 kolbide puhul kasutage 3-5 ml PBS-i ja T75 kolbide puhul 5-10 ml. Seejarel katke rakud taielikult TrypLE
Expressiga, kasutades 1-2 ml T25 kolbide puhul ja 2,5 ml T75 kolbide puhul. Laske rakkudel inkubeeruda 8-10
minutit toatemperatuuril, et need eralduksid. Parast inkubeerimist segage rakud ettevaatlikult 10 ml s66tmega,
et neid resuspenseerida, seejarel tsentrifuugige 3 minutit 300xg juures. Visake supernatant &ra, suspenseerige
rakud uuesti varskes keskkonnas ja viige need uutesse kolvidesse, mis sisaldavad juba varsket keskkonda.

Freeze Kriiosdilitusvedelikusena kasutame taielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujoulisus

medium pdrast sulatamist, vdi CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja
metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada taastumist ja vahendada kriiostressi.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkiilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jadga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sailitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sailimine, v3i jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke kdik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake iilejadanud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sootmekeskkond lihte T25 kolbi, et soodustada rakkude tdhusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%C02’ niisutatud atmosfaar.

Shipping

Conditions Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Storage
Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela [ammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.

Sdilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
Uleviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA
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Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pohiste analiiliside kui ka luminestsentsil pohinevate
mikoplasma tuvastamise meetodite abil.
Bakteriaalse, seene- vOi parmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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