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MSTO-211H hiicre hatti, bifazik mezotelyomali bir hastadan, 6zellikle de plevral efiizyondan elde edilmistir.
Metastatik olarak siniflandinlmistir ve hasta hiicre hattinin olusturulmasindan 6nce radyasyon veya kemoterapi
tedavisi gormemistir. MSTO-211H hiicreleri, hem biyolojik davranislarini hem de kanser arastirmalarindaki
potansiyel faydalarini anlamada 6nemli olan gesitli belirtegleri ifade etmeleri agisindan dikkate degerdir. Bu
hiicreler, epidermal biiylime faktori (EGF) icin yiiksek afiniteli baglanma bolgelerine sahiptir; bu 6zellik, EGF
hiicre blylimesi ve farklilasmasinin 6nemli bir diizenleyicisi oldugundan proliferatif yeteneklerine katkida
bulunabilir. EGF reseptorlerinin varlig, bu hiicrelerin kanserde biiylime faktori sinyalizasyonuyla ilgili yollarin
incelenmesinde yararli olabilecegini diistindiirmektedir.

EGF reseptorlerine ek olarak, MSTO-211H hiicreleri tipik olarak néronlarda ve néroendokrin hiicrelerde bulunan
bir enzim olan noron spesifik enolazi (NSE) ifade eder. MSTO-211H hiicrelerindeki NSE ekspresyonu,
mezotelyoma tiimorlerinin heterojenligini anlamak icin 6nemli olabilecek bir 6zellik olan néroendokrin
farklilasma potansiyelinin gostergesi olabilir. Ayrica hiicreler, tipik olarak hamilelik sirasinda liretilen ancak bazi
kanserler tarafindan salgilandigi da bilinen bir hormon olan insan koryonik gonadotropininin (HCG) hem alfa
hem de beta alt birimlerini ifade etmektedir. MSTO-211H hiicrelerinde HCG alt birimlerinin ekspresyonu, timor
biyolojisinde potansiyel olarak bagisikliktan kaginma veya tiimor ilerleme mekanizmalariyla ilgili olasi bir rol
oldugunu distindiirmektedir. Bu belirtegler toplu olarak bu hticre hattinin karmasik dogasini vurgulamakta ve
mezotelyoma biyolojisini ve terapotik ajanlarin etkilerini arastirmak icin degerli bir model haline getirmektedir.
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EGF icin yiiksek afiniteli baglanma bolgeleri, Noron spesifik enolaz (NSE) ekspresyonu ve HCG, L-DOPA
dekarboksilaz (DDC), bombesin ve ndrotensinin alfa ve beta alt birimleri tespit edilmemistir.

Evet, MSTO-211H hiicreleri ile asilanan ¢iplak farelerin yaklasik %20'sinde med igin timdrler

Modal say1 =72, aralik =70 ila 78

RPMI 1640, w: 2.0 mM stabil Glutamin, w: 2.0 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820700a)

Ortami %10 FBS ile takviye edin

Accutase

20 saat

Hiicreler cm2 basina 400.000 hiicre doygunluk yogunluguna ulasabilir, ancak bu yogunluga ulastiklarinda
yiizeyden siyrilacaklardir. Ortami ¢ikarin ve yapismis hiicreleri kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS
kullanarak durulayin (T25 icin 3-5 ml PBS, T75 hiicre kiiltiirl siseleri icin 5-10 ml). Accutase ekleyin (T25 basina 1-
2 ml, T75 hiicre kiiltiiryi sisesi basina 2,5 ml), hiicre tabakasi tamamen kaplanmalidir. Ortam sicakliginda 8-10
dakika inkiibe edin. Hiicreleri besiyeriyle (10 ml) dikkatlice yeniden siispanse edin, 300xg'de 5 dakika
santrifujleyin, hiicreleri taze besiyerinde yeniden stispanse edin ve taze besiyeri iceren yeni siselere dagitin.

1x10* hi]cre/cm2

haftada 2ila 3 kez

Post-Thaw Coziildiikten sonra, hiicreleri 5 x 10% hUcre/cm2 olarak plakaya yerlestirin ve hiicrelerin dondurma isleminden
Recovery kurtulmasini ve en az 24 saat boyunca yapismasini bekleyin.
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Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiytime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.

Thawing and

Culturing Cells 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde génderildiginden,

flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldinp kiiglik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tlim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice acin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kdiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Huicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
siipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler icin,
stispansiyonu iki T25 kiiltlir sisesi arasinda boliin; stispansiyon kiiltlrleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin stirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltlir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuglar elde edin.

Incubation
Atmosphere 37°C, %5 s nemlendirilmis atmosfer.

Flask Coating Yok

Freezing

Procedure Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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Shipping

Conditions Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit

yontemleri kullanilarak dislanir.

Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri glinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.

HLA alelleri 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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