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Bunka CMK je model [udskej megakaryoblastovej leukémie, ktory bol vytvoreny z pacienta s Downovym
syndrémom, u ktorého bola diagnostikovana akitna megakaryoblastova leukémia (AMKL). Tieto bunky su
délezité pre vyskum megakaryocytovej diferenciacie a leukémie spojenej s trizémiou 21. Bunky CMK vykazujd
markery typické pre megakaryocyty, ako st glykoproteiny GPlIb/llla a GPIb, ktoré su kli¢ovymi zlozkami
membran krvnych dosti¢iek. Pritomnost aktivity trombocytovej peroxidazy (PPO), lokalizovanej v jadrovej
obalke a endoplazmatickom retikule, avSak nie v Golgiho aparate, potvrdzuje megakaryocytovd liniu tychto
buniek. Ultrastrukturalna analyza odhaluje existenciu cytoplazmatickych granil pripominajucich a-granuly a
demarkaénych membran, ¢o dalej potvrdzuje ich megakaryocytovu povahu.

Bunky CMK sa vyznacuju komplexnym karyotypom, vratane takmer tetraploidie a Specifickej translokacie
der(17)t(11;17), ktora sa vyskytuje aj v povodnych leukemickych bunkach pacienta. Tato geneticka zmena spdja
bunkovu liniu so zdravotnym stavom pacienta, ¢im poskytuje spolahlivy model na stidium patogenézy AMKL.
Okrem toho m6ze bunkova linia CMK reagovat na hematopoetické rastové faktory, ako je interleukin-3 (IL-3) a
faktor stimulujuci kolonie granulocytov a makrofagov (GM-CSF), ktoré stimuluju proliferaciu a diferenciaciu na
zrelie megakaryocytarne formy. Liecba latkami, ako je forbolester (TPA), zvy3uje expresiu megakaryocytarnych
markerov a indukuje morfologické zmeny, vratane segmentacie cytoplazmy pripominajicej tvorbu krvnych
dosticiek. Vdaka tymto vlastnostiam je CMK cennym nastrojom na skimanie vyvoja megakaryocytovej linie,
vplyvu trizdmie 21 na hematopoézu a mechanizmov leukemogenézy pri Downovom syndréme.

Ludské

Periférna krv

Mieloidna leukémia spojena s Downovym syndrémom

10 mesiacov

MuZi

Japonsky

Pozastavenie

Regulacne udaje

Citation

Biosafety level

s v

CMK (katalégové Cislo Cytion 305533)
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Mutdcia: TP53, p.Asp49His (c.145G>C), heterozygotna; Génova flzia: TP53-FXR2

DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku
Cytion 820300a)

Doplrite médium o 20 % FBS

Zhromazdite suspenzné bunky do 15 ml skimavky a jemne premyte prilnuté bunky PBS bez vapnika a horcika
(pouzite 3-5 ml pre banky T25 a 5-10 ml pre banky T75). Aplikujte Accutase (1 - 2 ml pre banky T25, 2,5 ml pre
banky T75), aby ste zabezpecili Giplné pokrytie bunkovej vrstvy. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 10
minut. Po inkubdcii spojte a odstredte suspenziu aj adherované bunky. Po odstredeni opatrne resuspendujte
bunkov peletu a preneste bunkovi suspenziu do novych baniek obsahujlcich ¢erstvé médium.

3-5x10%/ml

Ako kryokonzerva¢né médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
zabezpecenie primeranej zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (kataldgové ¢islo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlep3enie obnovy a
zniZenie stresu spésobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 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.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd 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.

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 a molekularna analyza
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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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