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MSTO-211H rakuliin on saadud kahefaasilise mesotelioomiga patsiendilt, tapsemalt pleuraefusioonist. See on
liigitatud metastaatiliseks ja patsient ei olnud enne rakuliini loomist labinud eelnevat kiiritus- vdi keemiaravi.
MSTO-211H rakud véljendavad mitmeid markereid, mis on olulised nii nende bioloogilise kaitumise kui ka
nende véimaliku kasutatavuse mdistmiseks vahiuuringutes. Nendel rakkudel on kdrge afiinsusega
seondumiskohad epidermise kasvufaktori (EGF) jaoks, mis vGib aidata kaasa nende proliferatiivsele véimele,
kuna EGF on rakkude kasvu ja diferentseerumise peamine regulaator. EGFi retseptorite olemasolu viitab sellele,
et need rakud vG&ivad olla kasulikud kasvufaktorite signalisatsiooniradade uurimisel vahktoves.

Lisaks EGFi retseptoritele ekspresseerivad MSTO-211H rakud neuronispetsiifilist enolaasi (NSE), mis on
tlupiliselt neuronites ja neuroendokriinsetes rakkudes leiduv enstiiim. NSE ekspressioon MSTO-211H rakkudes
voib viidata neuroendokriinsele diferentseerumispotentsiaalile, mis voib olla oluline mesotelioomi kasvajate
heterogeensuse moistmisel. Lisaks ekspresseerivad rakud nii inimese kooriongonadotropiini (HCG) alfa- kui ka
beeta-alatihikuid, mis on tavaliselt raseduse ajal toodetud hormoon, kuid mida teadaolevalt eritavad ka
teatavad vahkkasvajad. HCG alliihikute ekspressioon MSTO-211H rakkudes viitab véimalikule rollile kasvaja
bioloogias, mis vdib olla seotud immuunsiisteemi véltimise voi kasvaja progresseerumise mehhanismidega.
Need markerid r6hutavad iheskoos selle rakuliini kompleksset olemust, mis muudab selle vaartuslikuks
mudeliks mesotelioomi bioloogia ja terapeutiliste ainete m&ju uurimiseks.
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_1430
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Korge afiinsusega seondumiskohti EGFile, neuronspetsiifilise enolaasi (NSE) ning HCG alfa- ja beeta-alaiihikute,
L-DOPA dekarboksiilaasi (DDC), bombesiini ja neurotensiini ekspressiooni ei tuvastatud.

Jah, MSTO-211H rakkudega inokuleeritud nude-hiirtest ligikaudu 20%-| on kasvajad med

Modaalarv =72, vahemik = 70 kuni 78

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabiilne glutamiin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytioni artikli number 820700a)

Taiendada so6tme 10% FBS-ga

Accutase

20 tundi

Rakud voivad saavutada kiillastustiheduse 400 000 rakku cm2 kohta, kuid selle tiheduse saavutamisel hakkavad
nad pinnalt eemalduma. Eemaldage keskkond ja loputage kleepunud rakud, kasutades PBS-i ilma kaltsiumi ja
magneesiumita (3-5 ml PBS-i T25, 5-10 ml T75 rakukultuurikolbide puhul). Lisage Accutase (1-2 ml T25, 2,5 ml
T75 rakukultuurikolbi kohta), rakukile peab olema taielikult kaetud. Inkubeerige limbritseval temperatuuril 8-10
minutit. Resuspenseerige rakud ettevaatlikult s66tmega (10 ml), tsentrifuugige 5 minutit 300xg juures,
resuspenseerige rakud varskes so6tmes ja doseerige uutesse kolvidesse, mis sisaldavad varsket s6otme.

1x10* rakku/cm2

2 kuni 3 korda nadalas

Post-Thaw Parast sulatamist asetage rakud plaadile tihedusega 5 x 10* I'akk”/cmzja laske rakkudel kiilmutamisprotsessist
Recovery taastuda ja kinnituda vahemalt 24 tunni jooksul.
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Freeze Kriiosdilitusvedelikusena kasutame taielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujdulisus
medium pdrast sulatamist, vdi CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja
metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada taastumist ja vahendada kriiostressi.

Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jaaga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sdilitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sdilimine, voi 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 koik 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 ulejadnud
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
sdotmekeskkond 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.

Flask Coating
Optimaalse kinnitumise ja elujSulisuse tagamiseks parast sulatamist soovitame kasutada kollageeniga kaetud

koldeid voi plaate.

Freezing
Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt

kiilmutusainet, et sailitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvétmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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z::‘pd':;lt?ogns 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
leviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pohiste analiiliside kui ka luminestsentsil pShinevate
miikoplasma tuvastamise meetodite abil.

Bakteriaalse, seene- voi pdrmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.

HLA alleles A*:'01:01:01, '03:01:01
B*:'07:02:01, '39:01:01
C*:'07:02:01, '12:03:01
DRB1*:'01:01:01, '04:01:01
DQA1*:'01:01:01, '03:01:01
DQB1*:'03:02:01, '05:01:01
DPB1*:'04:01:01
E:'01:01,'01:03
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