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Bunécna linie MEG-01 je lidska megakaryoblastova bunécéna linie vytvorena z kostni dfené 55letého pacienta,
ktery byl ve fazi megakaryoblastické krize chronické myelogenni leukemie (CML). Tato bunécna linie byla
vyvinuta v roce 1983 na |ékar'ské fakulté Nagojské univerzity v Japonsku. Pacient, od néhoz byla MEG-01
odvozena, byl pozitivni na filadelfsky chromozom (Ph1), ktery je charakteristickym znakem CML. Buriky MEG-01
vykazuji hyperdiploidni karyotyp s modalnim poc¢tem chromozom 56 az 58, ktery disledné vykazuje
pritomnost chromozomu Ph1, coz je disledek chromozomalni translokace t(9;22).

Buriky MEG-01 maji smiSené ristové vlastnosti a v kultufe vykazuji jak adherentni, tak suspenzni charakteristiky.
Tyto bunky exprimuji nékolik marker( a antigend charakteristickych pro megakaryocytarni linii, véetné CD41,
CD61 a CDw14. Jsou také pozitivni na cytoplazmaticky faktor VIll, povrchové GPIIb/Illa a riizné enzymatické
aktivity, jako je periodicka kysela Schiffova reakce (PAS), alfa naftyl acetat esteraza a kysela fosfataza. Zajimavé
je, Ze buriky MEG-01 jsou negativni na myeloperoxidazu, alfa naftylbutyrat esterazu, naftol AS-D chloroacetat
esterazu a alkalickou fosfatazu, coz je pomaha odlisit od ostatnich myeloidnich bunék.

MEG-01 je cennym modelem pro studium lidské megakaryopoézy, produkce trombocytl a biosyntézy proteind
jedinecnych pro megakaryocytarni linii, jako je ristovy faktor odvozeny od trombocytl (PDGF) a glykoproteiny
jako GPIlb/Illa. Diky dobre charakterizovanému genetickému pozadi a schopnosti exprimovat klicové
megakaryocytarni markery slouzi MEG-01 jako vyznamny nastroj pfi zkoumani leukémie a mechanismd
biogeneze trombocytl, ackoli neni uréen k terapeutickym nebo in vivo aplikacim.

Clovék

Kostni dren

Chronicka myeloidni leukémie
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Megakaryoblast
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CD41 +,CD61 +, CDw14 +

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

Doplrite médium o 10% FBS

Accutase

Shromazdéte suspenzi bunék do 15 ml zkumavky a jemné promyjte adherentni buriky PBS bez vapniku a
hor¢iku (pouzijte 3-5 ml pro barky 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 odstfedte suspenzi i adherované buriky. Po odstfedéni opatrné
resuspendujte bunéénou peletu a pfeneste bunécnou suspenzi do novych banék obsahuijicich éerstvé médium.

Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové 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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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.

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.

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.

Amelogenin: x,y
CSF1PO: 10
D13S317:8
D16S539: 9
D5S818: 13
D7S820: 11
THO1: 7

TPOX: 8,11

VvWA: 16
D3S1358: 15
D21S11: 29
D18S51: 18,22
PentaE: 15
PentaD: 11,13
D8S1179: 14,15
FGA: 26
D6S1043: 14,15,18
D2S1338: 19
D12S391: 19
D19S433: 14,15.2
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