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Bunécna linie M-07e je sublinie odvozena z pavodni lidské leukemické bunécné linie M-07, kterd byla vytvorena z
periferni krve Sestimésicni divky s diagnézou akutni megakaryoblastické leukemie (AML M7). Tato konkrétni
podlinie byla izolovana za i¢elem vytvoreni buné&éné linie zavislé na faktorech, kterd pro svdj rist vyzaduje
interleukin-3 (IL-3) nebo faktor stimulujici kolonie granulocytarnich makrofagl (GM-CSF), a to i v pfitomnosti
fetalniho teleciho séra. Buriky M-07e vykazuji silnou proliferaci v reakci na riizné cytokiny, véetné GM-CSF,
interferont (IFN-alfa, IFN-beta, IFN-gama), IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-15, nervového rlistového faktoru (NGF), faktoru
kmenovych bunék (SCF), tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (TNF-alfa) a trombopoetinu (TPO). Jejich zavislost
na IL-3 nebo GM-CSF pro trvaly rist z nich vSak Cini cenny nastroj v biologickych testech uréenych k méreni
biologické aktivity téchto specifickych cytokind.

Buriky M-07e jsou vysoce citlivé na IL-3 a GM-CSF, takZe jsou idealni pro pouZziti v testech, kde je rozhoduijici
detekce nizkych hladin téchto cytokinl. Napriklad biologické testy vyuZivajici buriky M-07e mohou detekovat
pouhych 25-50 pg/ml IL-3 nebo GM-CSF, takZe jsou srovnatelné nebo dokonce citlivéjsi nez tradi¢ni testy, jako
jsou testy CFU-GM nebo testy proliferace blasti CML. Bunécna linie ma vSak tendenci stat se béhem 3-4 tydnl v
kultufe nezavislou na cytokinech, pravdépodobné v disledku preristani subpopulaci nezavislych na
cytokinech, coZ naznacuje, Ze pfi pouZiti téchto bunék pro dlouhodobé studie je nutné peclivé sledovani.
Dostupnost dajd o exomu a sekvenci RNA dale zvysSuje uzite¢nost bunék M-07e ve vyzkumu zaméreném na
leukemii a krvetvorbu.

Buriky M-07e byly také pouzity k vytvoreni kvantitativniho biologického testu pro GM-CSF a IL-3, ktery je
nezbytny jak v klinickém, tak ve vyzkumném prostredi. Biologicky test vyvinuty s touto bunéénou linii se ukazal
jako vhodny, spolehlivy a citlivy, takZe je zvlasté uzitecny pro hodnoceni farmakologickych Géinkd terapif
hematopoetickymi riistovymi faktory. Podrobna reaktivita bunék M-07e na riizné cytokiny spolu s jejich dobre
zdokumentovanymi rdistovymi vlastnostmi podtrhuje jejich hodnotu v experimentalni hematologii, zejména ve
studiich tykajicich se leukémie a terapeutického pouZziti cytoking.

Clovék

Periferni krev

Détska akutni megakaryoblasticka leukémie

M-07E, M-O7e, MO7-e, MO7e, Mo7e, MO7e, MOTE, MOTE

6 mésicl

Zeny

Evropska
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Lymfoblasty

Zavéseni

M-07e (katalogové Cislo Cytion 305105)

9606

CellosaurusAccession CVCL_2106
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RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)

Doplrite médium tepelné aktivovanym 15% FBS, GM-CSF (10 ng/ml), pfidejte 2,5 g/l glukdzy a 10 mM HEPES
40 az 46 hodin

Jemné homogenizujte bunéénou suspenzi v bance pipetovanim nahoru a dold, poté odeberte reprezentativni
vzorek k ur€eni bunécné hustoty na ml. Suspenzi zfedte cerstvym kultivaénim médiem tak, aby byla dosaZena
koncentrace bunék 0,5 x 108 bunék/ml, a upravenou suspenzi rozdélte do novych banék pro dalsi kultivaci.

1:2az1:3
Kazdé 2 dny

Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni ristové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
dostatec¢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

rin vo s . . L . . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmrazend, protoze buriky se prepravuji 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.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporu¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure 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.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji 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 lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena 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&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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