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Altalanos informaciok

Description
A CMK sejtvonal egy human megakarioblasztos leukémia-modell, amelyet egy akut megakarioblasztos

leukémiaval (AMKL) diagnosztizalt Down-szindrémas betegbdl allitottak el6. Ezek a sejtek jelentds szerepet
jatszanak a megakariocita-differencialédas és a 21-es triszomiaval 6sszefiiggé leukémia kutatasaban. A CMK-
sejtek a megakariocitakra jellemzé markereket mutatnak, példaul a GPlIb/llla és GPIb glikoproteinokat, amelyek
a vérlemezkék membranjainak kulcsfontossagu alkotéelemei. A vérlemezke-peroxidaz (PPO) aktivitas jelenléte,
amely a sejtmagburkolatra és az endoplazmatikus retikulumra korlatozédik, de nem talalhaté meg a Golgi-
apparatusban, megerdsiti e sejtek megakariocita eredetét. Az ultrastrukturalis elemzés feltarja az a-
granulatumokra emlékeztetd citoplazmatikus granulatumok és a demarkaciéos membranok jelenlétét, ami
tovabb erésiti megakariocita jellegliket.

A CMK-sejteket komplex kariotipus jellemzi, beleértve a kozel tetraploidiat és egy specifikus transzlokaciot, a
der(17)t(11;17)-et, amely a beteg eredeti leukémias sejtjeiben is jelen van. Ez a genetikai eltérés 6sszekoti a
sejtvonalat a beteg betegségi allapotaval, igy megbizhaté modellt biztosit az AMKL patogenezisének
tanulmanyozasahoz. Ezen fellil a CMK sejtvonal reagél a vérképzé novekedési faktorokra, mint példaul az
interleukin-3 (IL-3) és a granulocita-makrofag koléniat stimulald faktor (GM-CSF), amelyek serkentik a sejtek
szaporodasat és az érettebb megakariocita formakka torténd differencialédast. A forbol-észter (TPA) és hasonlo
szerekkel torténd kezelés fokozza a megakariocita markerek expresszidjat, és morfoldgiai valtozasokat valt ki,
beleértve a vérlemezkék képz6dését idézé citoplazmatikus szegmentacidt is. Ezek a tulajdonsagok a CMK-t
értékes eszk6zzé teszik a megakariocita vonal fejlédésének, a 21-es triszomia hematopoézisre gyakorolt
hatasainak, valamint a Down-szindromaban kialakuld leukémia kialakuldsanak mechanizmusainak
vizsgalatahoz.

Organism Emberi

Tissue Periférias vér

Disease A Down-szindrémaval 6sszefliggé mieloid leukémia
Jellemzok

Age 10 hénap

Gender Férfi

Ethnicity Japén

Growth Felfliggesztés
properties

Szabalyozasi adatok
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Citation CMK (Cytion katalégusszam: 305533)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0216
Biomolekularis adatok

Mutational Mutécio: TP53, p.Asp49His (c.145G>C), heterozigdta; Génflizid: TP53-FXR2
profile

A kezelése

Culture DMEM, w: 4,5 g/L gliikdz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natrium-piruvat (Cytion cikkszam
Medium 820300a)

Supplements A téptalajt 20% FBS-szel egészitsiik ki

Subculturing Gylijtse 0ssze a szuszpenzios sejteket egy 15 ml-es csébe, és dvatosan mossa at a megtapadt sejteket kalciumot

és magnéziumot nem tartalmazé PBS-szel (T25 lombik esetén 3-5 ml-t, T75 lombik esetén 5-10 ml-t hasznaljon).
Vigyen fel Accutase-t (1-2 ml-t T25 lombikokhoz, 2,5 ml-t T75 lombikokhoz), biztositva a sejtréteg teljes
lefedettségét. Hagyjuk a sejteket 10 percig szobahémérsékleten inkubalni. Az inkubaciot kdvetden egyesitsiik és
centrifugaljuk a szuszpenzidt és az adheziv sejteket. A centrifugalas utan 6vatosan reszuszpendaljuk a
sejtpelletet, és a sejtszuszpenziot helyezziik at friss tapfolyadékot tartalmazo dj lombikokba.

Seeding 3-5x10%/ml

density

Freeze Krioprezervalé taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznélunk a
medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam: 800100), amely

optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

. Ellendrizze, hogy az injekcios liveg a széllitaskor mélyh(itétt marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek

integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids liveget gy, hogy tiszta vizzel és

antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfliird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlk, amig egy kis jégcsomd nem marad.

. Az 6sszes tovabbi [épést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezzik el, és nyitas el6tt

fertétlenitsiik a kriofuilkét 70%-os etanollal.

. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t vatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15

ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék

fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a

szuszpenzi6t két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

. Asejtvonal folyamatos novekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultira

protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

or £ Aot Py
37°C, 5 /°C02’ parasitott légkor.

A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze 4t az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

HosszU tavd tartdsitas céljabol helyezze az tivegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, kortilbeliil -150 és -196 °C
kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe val¢ atvitel elétt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés
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Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi moédszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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