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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Disease

Synonyms

Charakteristika

Age

Gender

MDS-L je ludska bunkova linia odvodena od myelodysplastického syndrému (MDS), pévodne vytvorena z
bunkovej linie MDS92, ktora bola odvodena z kostnej drene pacienta s MDS vykazujicim chromozémovd
abnormalitu del(5q). Zatial ¢o MDS92 obsahovala heterogénnu zmes myeloidnych buniek v réznych Stadiach
diferenciacie, MDS-L predstavuje blastickd podliniu s jednotnejSimi charakteristikami nezrelych myeloidnych
progenitorovych buniek. MDS-L si zachovava zavislost od interleukinu-3 (IL-3) pre proliferaciu in vitro, ¢o
odzrkadluje citlivost na cytokiny pozorovant v primarnych progenitorovych bunkach MDS. Linia obsahuje
viacero genetickych zmien, vratane homozygotnych mutacii TP53 a dalsich ziskanych mutacii v NRAS a CEBPA.
Tieto zmeny spolocne odzrkadluju klonalnu evoliciu a potencial leukemickej transformacie typicky pre MDS s
vysokym rizikom.

MDS-L sa Siroko pouziva ako model na skimanie molekularnych mechanizmov, ktoré st zakladom patogenézy
MDS, diferenciacie a terapeutickej rezistencie. Jednym z vyznamnych zisteni pri pouziti MDS-L bolo preukazanie,
Ze nutena expresia receptora granulocytového koldniestimulujlceho faktoru (G-CSFR) prostrednictvom
retroviralnej transdukcie umoznila granulocytovd diferenciaciu po stimulacii G-CSF. To bolo dokazané
morfologickymi zmenami, zvySenou expresiou CD11b a zvySenou redukénou aktivitou nitroblue tetrazolium
(NBT), ¢o svedci o terminalnom dozrievani granulocytov. Tieto vysledky odhalili vnitornd schopnost MDS-L
diferencovat sa, ak s obnovené vhodné signalne komponenty, ¢o poskytuje pohlad na potencialne pristupy
génovej terapie zamerané na defekty diferenciacie v MDS.

Okrem genetickych a funkénych $tadii bol MDS-L ddleZity pri charakterizovani Glohy modifikacii histénov v
progresi ochorenia. Zaujimavé je, Ze mutdcia histonu H3-K27M, ktora sa bezne spéja s pediatrickymi gliomami,
ale je zriedkava v hematologickych malignitach, bola identifikovana v MDS-L a zistilo sa, Ze inhibuje metylaciu
histonov sprostredkovant EZH2. Tato epigeneticka zmena viedla k rozsiahlemu zniZeniu metylacie H3-K27 a
bola spojena so zmenenou expresiou tumor supresorovych génov, ako je p16. Podlinie MDS-L s touto mutaciou
alebo bez nej, ziskané prostrednictvom diferencovanych kultivaénych podmienok IL-3, dalej umoznili skimanie
epigenetickej heterogenity v rdmci MDS a jej dsledkov na rast zavisly od IL-3 a terapeutickd odpoved. Tieto
jedinecné vlastnosti robia z MDS-L vykonny in vitro a in vivo model na stidium molekularnej evolicie a
terapeutického zacielenia MDS a jeho transformacie na akitnu myeloidnd leukémiu.

Ludské

Kostna dreri

Myelodysplasticky syndréom

MDSL

52 rokov

Muzi
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Ethnicity Japonsky
Growth Pozastavenie
properties

o’ &

Regulacné udaje

Citation MDS-L (&islo katalégu Cytion 305826)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A8QV
Biomolekularne udaje

Mutational Mutdcia: CEBPA, jednoducha, p.GIn311Ter (c.931C>T), heterozygotnd, H3C3, jednoducha, p.Lys28Met (c.83A>T),
profile heterozygotna, NRAS, jednoducha, p.Gly12Ala (c.35G>C), heterozygotna, TP53, jednoduchd, c.672+1G>A,
homozygotna, Poznamka=mutacia darcu splice

Spracovanie

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820700a)

Medium

Supplements Doplrite médium 10 % FBS a 20 ng/ml IL-3 ludského rekombinantného

Dissociation Ziadne

Reagent

Freeze Ako kryokonzerva¢né 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 zlep3enie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného 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 okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

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

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky 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
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili Gc¢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%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating Ziadne

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 uchovavanie umiestnite injekéné 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.
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Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

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