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Informacoes gerais

Description
Alinha celular CMK é um modelo de leucemia megacarioblastica humana estabelecido a partir de um doente

com sindrome de Down diagnosticado com leucemia megacarioblastica aguda (LMCA). Estas células sdo
importantes para a investigagdo sobre a diferenciacdo megacariocitica e a leucemia associada a trissomia 21. As
células CMK apresentam marcadores tipicos dos megacaridcitos, tais como as glicoproteinas GPIlb/Illa e GPIb,
que sdo componentes-chave das membranas plaquetarias. A presenca de atividade da peroxidase plaquetaria
(PPO), localizada no envelope nuclear e no reticulo endoplasmatico, mas ndo no aparelho de Golgi, confirma a
linhagem megacariocitica destas células. A analise ultraestrutural revela a existéncia de granulos
citoplasmaticos semelhantes aos granulos a e de membranas de demarcagao, o que refor¢a a sua natureza
megacariocitica.

As células CMK caracterizam-se por um caridtipo complexo, incluindo quase-tetraploidia e uma translocagdo
especifica, der(17)t(11;17), também presente nas células leucémicas originais do doente. Esta alteragado
genética estabelece uma ligagdo entre a linha celular e o estado da doenca no doente, proporcionando um
modelo fidvel para o estudo da patogénese da AMKL. Além disso, a linha celular CMK pode responder a fatores
de crescimento hematopoiéticos como a interleucina-3 (IL-3) e o fator estimulador de coldnias de granuldcitos e
macréfagos (GM-CSF), que estimulam a proliferagdo e a diferenciacdo para formas megacariociticas mais
maduras. O tratamento com agentes como o éster de forbol (TPA) aumenta a expressdo de marcadores
megacariociticos e induz alteragdes morfoldgicas, incluindo a segmentacao citoplasmatica semelhante a
formagdo de plaquetas. Estas caracteristicas tornam a CMK uma ferramenta valiosa para investigar o
desenvolvimento da linhagem megacariocitica, os efeitos da trissomia 21 na hematopoiese e os mecanismos da
leucemogénese na sindrome de Down.

Organism Humano
Tissue Sangue periférico
Disease Leucemia mieldide associada a sindrome de Down

Carateristicas

Age 10 meses
Gender Masculino
Ethnicity Japonés

Growth Suspensio
properties

Dados regulamentares
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CMK (nGimero de catalogo da Cytion 305533)

9606

CellosaurusAccession CVCL_0216

Dados biomoleculares

Mutational
profile

Manuseamento

Culture
Medium

Supplements

Subculturing

Seeding
density

Freeze
medium
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Mutagdo: TP53, p.Asp49His (c.145G>C), heterozigética; Fusdo génica: TP53-FXR2

DMEM, com: 4,5 g/L de glucose, com: 4 mM de L-Glutamina, com: 3,7 g/L de NaHCO3, com: 1,0 mM de piruvato
de sddio (nimero de artigo Cytion 820300a)

Completar o meio com 20% de FBS

Reunir as células em suspensdo num tubo de 15 ml e lavar suavemente as células aderentes com PBS sem calcio
e magnésio (utilizar 3-5 ml para os frascos T25 e 5-10 ml para os frascos T75). Aplicar Accutase (1-2 ml para os
frascos T25, 2,5 ml para os frascos T75), assegurando a cobertura total da camada celular. Deixar as células
incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos. Apds a incubagdo, combinar e centrifugar tanto a
suspensdo como as células aderentes. Apds a centrifugagéo, ressuspender cuidadosamente o pellet de células e
transferir a suspensdo de células para novos frascos com meio fresco.

3-5%1075/ml

Como meio de criopreservagdo, utilizamos um meio de crescimento completo (incluindo FBS) + 10% DMSO para
uma viabilidade pds-descongelamento adequada, ou CM-1 (ndmero de catalogo Cytion 800100), que inclui
osmoprotectores optimizados e estabilizadores metabdlicos para melhorar a recuperagéo e reduzir o stress
induzido pela crio.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Confirme que o frasco permanece profundamente congelado aquando da entrega, uma vez que as

células s3o enviadas em gelo seco para manter as temperaturas ideais durante o transporte.

2. Apds a recegdo, armazenar o frasco criogénico imediatamente a temperaturas inferiores a -150°C para
garantir a preservacdo da integridade celular, ou avancgar para o passo 3 se for necessaria uma cultura
imediata.

3. Parauma cultura imediata, descongelar rapidamente o frasco imergindo-o num banho de dgua a 37°C
com agua limpa e um agente antimicrobiano, agitando suavemente durante 40-60 segundos até ficar
um pequeno aglomerado de gelo.

4. Efetuar todos os passos subsequentes em condi¢8es estéreis numa capela de fluxo, desinfectando o
frasco criogénico com etanol a 70% antes de o abrir.

5. Abrir cuidadosamente o frasco desinfectado e transferir a suspensdo de células para um tubo de
centrifugacdo de 15 ml contendo 8 ml de meio de cultura a temperatura ambiente, misturando
suavemente.

6. Centrifugar a mistura a 300 x g durante 3 minutos para separar as células e eliminar cuidadosamente o
sobrenadante que contém o meio de congelagao residual.

7. Ressuspender suavemente o pellet de células em 10 ml de meio de cultura fresco. No caso de células
aderentes, dividir a suspensao entre dois frascos de cultura T25; no caso de culturas em suspensao,
transferir todo o meio para um frasco T25 para promover uma intera¢do e um crescimento eficazes das
células.

8. Cumprir os protocolos de subcultura estabelecidos para o crescimento e manutengdo continuos da
linha celular, garantindo resultados experimentais fiaveis.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5% s atmosfera humidificada.

Shipping
Conditions As linhas celulares criopreservadas sdao expedidas em gelo seco em embalagens validadas e isoladas com

refrigerante suficiente para manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da recegao,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.

Storage
Conditions Para conservagado a longo prazo, colocar os frascos em azoto liquido em fase de vapor a uma temperatura entre

-150 e -196 °C. O armazenamento a -80 °C é aceitdvel apenas como um curto passo intermédio antes da
transferéncia para azoto liquido.
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Controlo de Qualidade e Analise Molecular

Sterility

A contaminagdo por micoplasma é excluida utilizando ensaios baseados em PCR e métodos de detegdo de
micoplasma baseados em luminescéncia.

Para garantir que ndo ha contaminagdo bacteriana, fingica ou de leveduras, as culturas de células séo sujeitas a
inspecgdes visuais diarias.
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