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Informacje ogélne

Description
Linia komérkowa CMK stanowi model ludzkiej biataczki megakarioblastycznej, wyhodowany z komérek

pacjenta z zespotem Downa, u ktdrego zdiagnozowano ostra biataczke megakarioblastyczng (AMKL). Komorki te
majg istotne znaczenie w badaniach nad réznicowaniem megakariocytéw oraz biataczka zwigzana z trisomia 21.
Komérki CMK wykazujg obecnosé markerdw typowych dla megakariocytdw, takich jak glikoproteiny GPIlIb/llla i
GPIb, ktdre sa kluczowymi sktadnikami bton ptytek krwi. Obecnos¢ aktywnosci peroksydazy ptytkowej (PPO),
zlokalizowanej w otoczce jadrowej i retikulum endoplazmatycznym, ale nie w aparacie Golgiego, potwierdza
megakariocytowe pochodzenie tych komérek. Analiza ultrastrukturalna ujawnia obecnos¢ ziarnistosci
cytoplazmatycznych przypominajacych ziarnistosci a oraz bton demarkacyjnych, co dodatkowo potwierdza ich
megakariocytowy charakter.

Komorki CMK charakteryzuja sie ztozonym kariotypem, obejmujacym niemal tetraploidie oraz specyficzna
translokacje der(17)t(11;17), obecna réwniez w pierwotnych komérkach biataczkowych pacjenta. Ta zmiana
genetyczna taczy linie komdrkowa ze stanem chorobowym u pacjenta, zapewniajac wiarygodny model do
badania patogenezy AMKL. Ponadto linia komérkowa CMK moze reagowac na hematopoetyczne czynniki
wzrostu, takie jak interleukina-3 (IL-3) i czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagdw (GM-
CSF), ktére stymuluja proliferacje i réznicowanie w kierunku bardziej dojrzatych form megakariocytowych.
Leczenie Srodkami takimi jak ester forbolowy (TPA) zwieksza ekspresje markeréw megakariocytéw i wywotuje
zmiany morfologiczne, w tym segmentacje cytoplazmatyczng przypominajaca tworzenie ptytek krwi. Cechy te
sprawiaja, ze linia CMK stanowi cenne narzedzie do badania rozwoju linii megakariocytowej, wptywu trisomii 21
na hematopoeze oraz mechanizméw leukemogenezy w zespole Downa.

Organism Cztowiek

Tissue Krew obwodowa

Disease Biataczka szpikowa zwigzana z zespotem Downa
Charakterystyka

Age 10 miesiecy

Gender Mezczyzna

Ethnicity Japoriski

Growth Zawieszenie
properties

Dane regulacyjne

Citation CMK (numer katalogowy Cytion 305533)
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Biosafety level

NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_0216

Dane biomolekularne

Mutational
profile

Obstuga

Culture
Medium

Supplements

Subculturing

Seeding
density

Freeze
medium
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Mutacja: TP53, p.Asp49His (c.145G>C), heterozygotyczna; Fuzja gendw: TP53-FXR2

DMEM, w: 4,5 g/l glukozy, w: 4 mM L-glutaminy, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pirogronianu sodu (numer artykutu
Cytion 820300a)

Uzupetnié podtoze 20% FBS

Zebra¢ komérki zawiesiny do probdwki o pojemnosci 15 ml i delikatnie przemy¢ przylegajace komérki PBS
pozbawionym wapnia i magnezu (uzy¢ 3-5 mldla kolb T25 i 5-10 ml dla kolb T75). Natozy¢ Accutase (1-2 ml na
kolby T25, 2,5 ml na kolby T75), zapewniajac petne pokrycie warstwy komorek. Pozostawi¢ komérki do inkubacji
w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Po inkubacji potaczy¢ i odwirowac zaréwno zawiesine, jak i
przylegajace komorki. Po odwirowaniu ostroznie zawiesi¢ osad komorek i przenies¢ zawiesing komérek do
nowych kolb zawierajacych $wieza pozywke.

3-5x%10°/ml

Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu
zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping
Conditions

Storage
Conditions

1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa
wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenies¢ zawiesine komadrek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscig 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucié supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakgcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

e =0 -
37°C, 5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Linie komédrkowe poddane kriokonserwacji s3 wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od
-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejsciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.
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Kontrola jakosci i analiza molekularna

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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