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Bunécna linie CMK je model lidské megakaryoblastické leukémie, ktery byl vytvoren z vzorku pacienta s
Downovym syndromem, u néhoz byla diagnostikovana akutni megakaryoblasticka leukémie (AMKL). Tyto buriky
maji vyznam pro vyzkum megakaryocytarni diferenciace a leukémie spojené s trizomii 21. Buriky CMK vykazuji
markery typické pro megakaryocyty, jako jsou glykoproteiny GPIlb/Illa a GPIb, které jsou klicovymi slozkami
membran krevnich desti¢ek. Pfitomnost aktivity trombocytarni peroxidazy (PPO), lokalizované v jaderné obalce
a endoplazmatickém retikulu, nikoli vSak v Golgiho aparatu, potvrzuje megakaryocytarni pavod téchto bunék.
Ultrastrukturalni analyza odhaluje existenci cytoplazmatickych granuli pfipominajicich a-granule a
demarkaénich membran, coz dale potvrzuje jejich megakaryocytarni povahu.

Buriky CMK se vyznacuji komplexnim karyotypem, véetné témér tetraploidie a specifické translokace
der(17)t(11;17), ktera se vyskytuje také v ptivodnich leukemickych burikach pacienta. Tato geneticka alterace
spojuje bunécnou linii s chorobnym stavem pacienta a poskytuje tak spolehlivy model pro studium patogeneze
AMKL. Kromé toho mUiZze bunécna linie CMK reagovat na hematopoetické ristové faktory, jako je interleukin-3
(IL-3) a faktor stimulujici kolonie granulocytd a makrofagh (GM-CSF), které stimuluji proliferaci a diferenciaci do
zralejSich megakaryocytarnich forem. Lé¢ba latkami, jako je forbolester (TPA), zvySuje expresi
megakaryocytarnich markerd a vyvolava morfologické zmény, véetné segmentace cytoplazmy pripominajici
tvorbu krevnich desticek. Diky témto vlastnostem je CMK cennym nastrojem pro zkoumani vyvoje
megakaryocytarni linie, vlivu trizomie 21 na hematopoézu a mechanismU leukemogeneze u Downova
syndromu.
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Mieloidni leukémie spojend s Downovym syndromem
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_0216

Biomolekularni data

Mutational Mutace: TP53, p.Asp49His (c.145G>C), heterozygotni; Genova flize: TP53-FXR2
profile
, ’
Zpracovani
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku
Medium Cytion 820300a)
Supplements Doplrite médium o 20 % FBS
Subculturing Shromazdéte suspenzi bunék do 15 ml zkumavky a jemné promyjte adherentni buriky PBS bez vapniku a

hor¢iku (pouzijte 3-5 ml pro bariky T25 a 5-10 ml pro bariky T75). Aplikujte Accutase (1-2 ml pro bariky 725, 2,5 ml
pro bariky T75), abyste zajistili Gplné pokryti bunécné vrstvy. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po
dobu 10 minut. Po inkubaci spojte a odstredte suspenzi i adherované buriky. Po odstredéni opatrné
resuspendujte bunéénou peletu a preneste bunécnou suspenzi do novych banék obsahuijicich éerstvé médium.

Seeding 3-5x10%/ml

density

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostate¢né zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které

obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Ovérte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmrazena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

o Eo . ,
37°C,5 /0C02’ zvlhéena atmosféra.

Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvi¢ky do kapalného dusiku v plynné fazi pri teploté priblizné -150 az -196
°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza
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Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vylou¢ena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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