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Vseobecné informacie

Description
Bunkova linia M14 je ludska melandmova bunkova linia odvodena z metastatickej koZnej [ézie dospelého
pacienta s melanémom. Tato bunkova linia sa Siroko pouZiva vo vyskume rakoviny, najma pri stadiu biologie
melanému, progresie nadoru a hodnoteni potencialnych terapeutickych latok. Bunky M14 vykazuju vlastnosti
typické pre maligny melaném vratane schopnosti vytvarat nadory vimunokompromitovanych mysiach, ¢o z
nich robi cenny néstroj na Studie in vivo popri experimentoch in vitro.
Pokial ide o molekuldrne vlastnosti, bolo zistené, Ze bunky M14 nesi mutacie v génoch, ktoré sa ¢asto menia pri
melandme, vratane génu BRAF. Konkrétne bunky M14 obsahuji mutaciu BRAF V600E, ktora vedie ku
konstitutivnej aktivacii signalnej drahy MAPK/ERK, ¢im podporuje proliferaciu a prezivanie buniek. To robi z
buniek M14 délezity model na stidium cielenych terapii, ako st inhibitory BRAF, ktoré st navrhnuté tak, aby
vyuzivali tito mutdciu. Okrem toho sa bunky M14 vyuZivaji vo vyskume imunoterapie vzhladom na ich expresiu
réznych antigénov suvisiacich s melanémom a nachylnost na modulaciu imunitného systému.
Vyskumnici, ktori pouzivaji bunkovu liniu M14, by si mali uvedomit, Ze tieto bunky nie st vhodné na
terapeutické pouzitie a st urcené vylu¢ne na vyskumné ucely, najma na Gcely zamerané na patofyzioldgiu
melanému, skrining liekov a vyvoj novych terapeutickych stratégii. Bunkova linia M14 zostava klG¢ovym
zdrojom na zlepSenie nasho chapania melanému a skiimanie novych moznosti liecby.

Organism Ludské

Tissue Koza

Disease Amelanoticky melaném

Metastatic site Pravy zadok, podkoZie

Synonyms M14-MEL, UCLA-SO-M14, UCLA SO M14, UCLA-SO-14, UCLASO-M14, Melanoma 14, M-14

Charakteristika

Age 33

Gender MuZi

Ethnicity Eurdpska

Morphology Fibroblastom podobné

Growth Adherent

properties
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Regulacne udaje

Citation
Biosafety level

NCBI_TaxID

 Cytion

2163

s v

M14 (katalogové Cislo Cytion 302163)

9606

CellosaurusAccession CVCL_1395
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Biomolekularne udaje
Spracovanie
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Doplrite médium o 10 % tepelne inaktivovaného FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horéik. Pre banky
T25 poufzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2 mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
minUty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v Cerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.
Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouZivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na
suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

o Eo . ,
37°C,5 /0C02’ zvlhéena atmosféra.

Ziadne

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovévanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az -196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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