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Altalanos informaciok

Description
Az MML-1 sejtvonal egy rosszindulatt melanomabdl szirmazé melanoma sejtvonal. Ezt a sejtvonalat elsésorban

a melanoma bioldgiajanak tanulmanyozasara hasznaljak, kiilonos tekintettel az extracellularis vezikulak (EV-k)
szerepére a sejtek kozotti kommunikacidban és a tumor progresszidjaban. Az MML-1 sejtek az EV-k kiilonb6z6
altipusait bocsatjak ki, beleértve az exoszomakat, mikrovezikulakat és apoptotikus testeket, amelyek
mindegyike kiilonb6zé RNS-anyagokat, példaul mikroRNS-eket (miRNS-eket) és mas nem kddold RNS-eket
hordoz.

MML-1 sejtekkel végzett vizsgalatok kimutattdk, hogy az e sejtekbdl felszabaduld exoszémak olyan specifikus
miRNS-eket tartalmaznak, mint a miR-214-3p, a miR-199a-3p és a miR-155-5p, amelyek szoros kapcsolatban
allnak a melanoma progresszidjaval és metasztazisaval. Ezek a miRNS-ek mas EV-tipusokhoz képest az
exoszomakban gazdagodnak, és olyan fontos melanomaval kapcsolatos Gtvonalakhoz kapcsolédnak, mint a
MAPK jeltviteli Gtvonal szabalyozasa és a tumoros mikrokdrnyezet kdlcsénhatdasai. Erdekes médon az MML-1-
bél szarmazo exoszémakbdl szarmazé miRNS-profilok és a melanoma klinikai mintainak 6sszehasonlitasa
jelentds atfedést mutat, ami jelzi e sejtmodell klinikai jelentGségét a melanoma progresszidjanak megértésében.

A miRNS-ek mellett az MML-1 sejtek mas nem kodold RNS-eket is felszabaditanak, mint példaul a kis nukleolaris
RNS-ek (snoRNS-ek) és a mitokondriumokhoz kapcsolddé transzfer RNS-ek (mt-RNS-ek), amelyek
differencialtan oszlanak el az EV altipusok kozott. Ezek az eredmények ravilagitanak az MML-1 sejtvonal
hasznossagara a melanoma molekularis mechanizmusainak tanulmanyozasaban, kiilonésen arra, hogy a
tumorsejtek hogyan kommunikalnak az EV-ken keresztiil és hogyan befolyasoljak mikrokornyezetiiket.

Organism Emberi
Tissue Bér
Disease Melanoma
Synonyms MML1

Jellemzok

Age Meghatarozatlan
Gender Meghatérozatlan
Morphology Epithelszer(i

Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok
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Citation

MML-1 (Cytion katalégusszam: 300288)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_6004

Biomolekularis adatok

Protein
expression

Tumorigenic

Reverse
transcriptase

Mutational
profile

A kezelése

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

P53 pozitiv

Igen, meztelen egerekben

Negativ

AV600E tipust BRAF-mutaciot DNS-alapi médszerekkel (szekvendlas, RT-PCR) és fehérjealapti mddszerekkel
(Western Blot) hataroztak meg.

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabil glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion 820700a cikkszam)

A taptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

Accutase

Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrdl, és mossa 6ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-
6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznalva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan 6vatosan keverjik Gssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
feluldszét, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at ket (j lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.

1x10% selt/cm?

hetente 2-3 alkalommal
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Post-Thaw Felolvasztés utan helyezze a sejteket 5 x 10% sejt/cm2 stir(iséggel lemezre, és hagyja, hogy a sejtek felolvadjanak
Recovery és legalabb 24 6ran 4t tapadjanak.

Freeze Krioprezervald taptalajként teljes névekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a
medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely

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

Thawing and

Culturing Cells 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampulldt -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids liveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertGtlenitstk a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletli taptalajt tartalmaz.

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

7. Ovatosan szuszpendaljuk Ujra a sejtpelletet 10 ml friss tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-6s tenyésztblombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkolcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhato kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% Parasitott légkor.

Flask Coating Nincs
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Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt ccomagolasban szallitjak, elegend6 hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldéedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld tarolhelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels taroldhelyre.

Storage

Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazisa folyékony nitrogénbe, koriilbelul -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on t6rténd tarolds csak rovid atmeneti [épésként fogadhatd el a folyékony
nitrogénbe val¢ atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellenérzésnek vetik ala.
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