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Genel bilgi

Description
CMK hiicre hatti, akut megakaryoblastik [6semi (AMKL) tanisi konmus bir Down sendromlu hastadan elde edilen
bir insan megakaryoblastik [6semi modelidir. Bu hiicreler, megakaryositik farklilasma ve trizomi 21 ile iligkili
6semi lizerine yapilan arastirmalar agisindan 6nemlidir. CMK hiicreleri, trombosit zarlarinin temel bilesenleri
olan GPlIb/Illa ve GPIb glikoproteinleri gibi megakaryositlere 6zgii belirtegler sergiler. Golgi aparatinda degil,
niikleer zar ve endoplazmik retikulumda lokalize olan trombosit peroksidaz (PPO) aktivitesinin varligi, bu
hiicrelerin megakaryositik soyunu dogrulamaktadir. Ultrastriiktiirel analiz, a-grandillere benzeyen sitoplazmik
graniillerin ve sinirlayict membranlarin varligini ortaya koyarak, bu hiicrelerin megakaryositik dogasini daha da
dogrulamaktadir.
CMK hiicreleri, neredeyse tetraploidi ve hastanin orijinal [6semik hiicrelerinde de bulunan der(17)t(11;17) adli
spesifik bir translokasyon dahil olmak lizere karmasik bir karyotip ile karakterize edilir. Bu genetik degisiklik,
hiicre hattini hastadaki hastalik durumuyla iliskilendirerek AMKL patogenezini incelemek icin giivenilir bir model
sunar. Ek olarak, CMK hiicre hatti, proliferasyonu ve daha olgun megakaryositik formlara farklilasmayi uyaran
interlokin-3 (IL-3) ve graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF) gibi hematopoietik biiylime faktorlerine
yanit verebilir. Forbol ester (TPA) gibi ajanlarla tedavi, megakaryositik belirteclerin ekspresyonunu artirir ve
trombosit olusumuna benzeyen sitoplazmik segmentasyon dahil olmak tizere morfolojik degisiklikleri indiikler.
Bu Ozellikler, CMK'yi megakaryositik soyun gelisimini, trizomi 21'in hematopoez lizerindeki etkilerini ve Down
sendromunda [6semogenez mekanizmalarini arastirmak icin degerli bir arag haline getirir.

Organism insan

Tissue Periferik kan

Disease Down sendromuyla iliskili miyeloid l[6semi

Ozellikler

Age 10 ay

Gender Erkek

Ethnicity Japonca

Growth Siispansiyon

properties

Diizenleyici Veriler

Citation CMK (Cytion katalog numarasi 305533)
Biosafety level 1
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NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_0216

Biyomolekiiler Veriler

Mutational Mutasyon: TP53, p.Asp49His (c.145G>C), heterozigot; Gen flizyonu: TP53-FXR2
profile
Ellecleme

Culture DMEM, w: 4,5 g/L Glukoz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM Sodyum piruvat (Cytion riin

Medium numarasi 820300a)

Supplements Ortami %20 FBS ile takviye edin

Subculturing Suispansiyon hiicrelerini 15 ml'lik bir tiipte toplayin ve yapisik hiicreleri kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS
ile nazikce yikayin (T25 siseleri icin 3-5 ml ve T75 siseleri icin 5-10 ml kullanin). Accutase uygulayin (T25 siseler
icin 1-2 ml, T75 siseler icin 2,5 ml) ve hiicre tabakasinin tamamen kaplandigindan emin olun. Hiicreleri 10 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakin. inkiibasyonun ardindan, hem siispansiyonu hem de yapisik
hiicreleri birlestirin ve santriflijleyin. Santrifiijden sonra hiicre peletini dikkatlice yeniden siispanse edin ve hiicre
suispansiyonunu taze ortam iceren yeni siselere aktarin.

Seeding 3-5x10°/ml

density

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiyiime ortami (FBS dahil) + %10

medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklart korumak igin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinliglin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifij tlipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
stipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonugclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de
saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite Kontrol ve Molekiiler Analiz
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Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liiminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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