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Bunkova linia MSTO-211H je odvodena od pacienta s bifazickym mezoteliomom, konkrétne z pleuralneho
vypotku. Je klasifikovany ako metastaticky a pacient pred vytvorenim bunkovej linie nepodstipil
predchadzajicu lie¢bu oZarovanim ani chemoterapiu. Bunky MSTO-211H sa vyznacuju expresiou niekolkych
markerov, ktoré st dolezité pre pochopenie ich biologického spravania a ich potencialneho vyuZitia vo vyskume
rakoviny. Tieto bunky maju vysoko afinitné vazobné miesta pre epidermalny rastovy faktor (EGF), ¢o moze
prispievat k ich proliferaénym schopnostiam, kedZe EGF je klicovym regulatorom rastu a diferenciacie buniek.
Pritomnost receptorov EGF naznacuje, Ze tieto bunky by mohli byt uZito¢né pri stidiu drah savisiacich so
signalizaciou rastovych faktorov pri rakovine.

Okrem receptorov EGF bunky MSTO-211H exprimuji neuronovo Specifickd enolazu (NSE), enzym, ktory sa
zvy€ajne nachadza v neurdnoch a neuroendokrinnych bunkach. Expresia NSE v bunkdch MSTO-211H méze
poukazovat na neuroendokrinny diferenciacny potencial, ¢o je vlastnost, ktora méze byt vyznamna pre
pochopenie heterogenity mezoteliomovych nadorov. Okrem toho bunky exprimuju alfa aj beta podjednotky
[udského choriového gonadotropinu (HCG), hormdnu, ktory sa zvycajne produkuje pocas tehotenstva, ale o
ktorom je zname, Ze ho vylu€uju aj niektoré druhy rakoviny. Expresia podjednotiek HCG v bunkach MSTO-211H
naznacuje moznu Glohu v bioldgii nadorov, ktora moze sdvisiet s mechanizmami vyhybania sa imunitnému
systému alebo progresie nadorov. Tieto markery spolo¢ne zdérazinuju komplexnud povahu tejto bunkovej linie,
vdaka comu je cennym modelom na skiimanie biologie mezoteliomu a ucinkov terapeutickych latok.
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_1430
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Neboli zistené vysoko afinitné vazobné miesta pre EGF, expresia neuronalne Specifickej enolazy (NSE) a alfa a
beta podjednotiek HCG, L-DOPA dekarboxylazy (DDC), bombesinu a neurotenzinu.

Ano, nddory pre med pribliZne u 20 % nahych mysi inokulovanych bunkami MSTO-211H

Modalne &islo =72, rozsah =70 az 78

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820700a)

Doplrite médium o 10 % FBS

Accutase

20 hodin

Bunky mo6zu dosiahnut hustotu nasytenia 400 000 buniek na cm2, ale pri dosiahnuti tejto hustoty sa z povrchu
odllpnu. Odstrante médium a oplachnite prilnuté bunky pomocou PBS bez vapnika a horcika (3 - 5 ml PBS pre
banky s T25, 5 - 10 ml pre banky s T75). Pridajte Accutase (1 - 2 ml na T25, 2,5 ml na banku s bunkovou kulttirou
T75), bunkovy list musi byt Uplne pokryty. Inkubujte pri teplote okolia 8-10 minit. Opatrne resuspendujte bunky
s médiom (10 ml), odstredujte 5 minut pri 300xg, resuspendujte bunky v ¢erstvom médiu a rozmiestnite do
novych flias, ktoré obsahuju cerstvé médium.

1x10* buniek/cm2

2 az 3-krat tyzdenne

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 5 x 10% buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu
Recovery zmrazenia a prilnGt aspori 24 hodin.
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Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu sposobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazend, pretoZe bunky sa prepravuji na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injek¢nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pricom ju jemne mieSajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4, Vsetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g po¢as 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innu interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivaéné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpedia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

Flask Coating Ziadne

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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z::‘pd':;lt?ogns Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150
az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.

Alely HLA 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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