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Genel bilgi

Description
MML-1 hiicre hatti, malign melanomdan tiiretilmis bir melanom hiicre hattidir. Bu hiicre hatti 6ncelikle
melanom biyolojisini, 6zellikle de hiicre disi vezikillerin (EV'ler) hiicreler arasi iletisim ve tlimor ilerlemesindeki
roliindi incelemek icin kullanilir. MML-1 hiicreleri, her biri mikroRNA'lar (miRNA'lar) ve diger kodlamayan RNA'lar
gibi farkli RNA kargolari tasiyan eksozomlar, mikrovezikiiller ve apoptotik cisimler dahil olmak lizere gesitli EV alt
turlerini salgilar.
MML-1 hiicreleri kullanilarak yapilan calismalar, bu hiicrelerden salinan eksozomlarin melanom ilerlemesi ve
metastazi ile yakindan iliskili olan miR-214-3p, miR-199a-3p ve miR-155-5p gibi spesifik miRNA'lar icerdigini
gostermistir. Bu miRNA'lar diger EV tiirlerine kiyasla eksozomlarda zenginlestirilmistir ve MAPK sinyal yolunun
diizenlenmesi ve tiimér mikrogevre etkilesimleri gibi melanomla ilgili 5nemli yolaklarla iligkilendirilmistir. ilging
bir sekilde, MML-1 tiirevli eksozomlardan elde edilen miRNA profillerinin klinik melanom 6rnekleriyle
karsilastirilmasi 6nemli bir 6rtlisme gostererek bu hiicre modelinin melanom ilerlemesini anlamadaki klinik
onemini ortaya koymaktadir.
MiRNA'lara ek olarak, MML-1 hiicreleri, EV alt tipleri arasinda farkli sekilde dagilmis olan kiiciik niikleolar RNA'lar
(snoRNA'lar) ve mitokondriyal iliskili transfer RNA'lar (mt-RNA'lar) gibi diger kodlamayan RNA'lari da
salmaktadir. Bu bulgular, MML-1 hiicre hattinin melanomun molekiiler mekanizmalarini, 6zellikle de tiimor
hiicrelerinin EV'ler araciligiyla nasil iletisim kurdugunu ve mikro cevrelerini nasil etkiledigini incelemedeki
faydasini vurgulamaktadir.

Organism insan

Tissue Cilt

Disease Melanom

Synonyms MML1

Ozellikler

Age Belirtilmemis

Gender Belirtilmemis

Morphology Epitel benzeri

Growth Yapisik

properties

Diizenleyici Veriler
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Citation MML-1 (Cytion katalog numarasi 300288)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_6004

Biyomolekiiler Veriler

Protein P53 pozitif
expression
Tumorigenic Evet, ciplak farelerde
Reverse Negatif
transcriptase
Mutational V600E tipi BRAF Mutasyonu DNA bazli ydontemler (sekanslama, RT-PCR) ve protein bazli yontemler (Western Blot)
profile ile belirlenmistir.
Ellecleme
Culture RPMI 1640, w: 2.0 mM stabil Glutamin, w: 2.0 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820700a)
Medium
Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Yapisik hiicrelerden eski ortami ¢ikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri igin 3-

5 ml PBS ve T75 siseleri icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar igin 1-2 ml ve T75 flasklar icin 2,5 ml
kullanarak hiicreleri Accutase ile tamamen kaplayin. Hiicreleri ayirmak icin oda sicakliginda 8-10 dakika
inkiibasyona birakin. inkiibasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek icin 10 ml besiyeriyle hafifce
karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santrifiijleyin. Stipernatanti atin, hiicreleri taze besiyerinde yeniden
stispanse edin ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

Seeding 1x 10% hiicre/cm?

density

Fluid renewal haftada 2 ila 3 kez
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Post-Thaw Coziildiikten sonra, hiicreleri 5 x 10% hijcre/cm2 olarak plakaya yerlestirin ve hiicrelerin dondurma isleminden
Recovery kurtulmasini ve en az 24 saat boyunca yapismasini bekleyin.

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam bliyiime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak i¢in optimize edilmis ozmoprotektanlar ve

metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.

Thawing and

Culturing Cells 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde gonderildiginden,

flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin 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
daldirnip kiiglik 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 kdiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifij tlipine aktarin ve hafifce karistirin.

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

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

8. Hiicre hattinin stirekli bilylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltilir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.

Incubation
Atmosphere 37°C, %5C02’ nemlendirilmis atmosfer.

Flask Coating Yok

Freezing

Procedure 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.
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Shipping

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

Storage

Conditions 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 /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri glinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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