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SK-MEL-29.1, 6zellikle sitotoksik T-lenfosit (CTL) tanima baglaminda bagisiklik sistemi ile etkilesimleri agisindan
kapsamli olarak incelenmis bir melanom hiicre hattidir. SK-MEL-29 melanom hattinin bu alt klonu, imminolojik
arastirmalarda otolog CTL'ler tarafindan taninan spesifik antijenleri tanimlamak icin kullanilmistir. Bu CTL'ler
belirli antijenleri ifade eden melanom hiicrelerini segici olarak hedef alirken, kanserli olmayan hiicreleri korur.
immiinoseleksiyon deneylerinde, SK-MEL-29.1'in melanom hiicrelerinin CTL'ler tarafindan spesifik olarak
parcalanmasi icin dnemli olan ve tiimér imminojenisitesi ve immiin kagcinma hakkinda bilgi saglayan stabil
antijenleri eksprese ettigi bulunmustur.

SK-MEL-29.1'i iceren 6nemli calismalardan biri, kanser immiinoterapi arastirmalarindaki faydasini gostermistir.
Hasta AV'den tiiretilen CTL klonlarinin, ayni anda birden fazla antijen ifade eden SK-MEL-29.1 hiicrelerini etkili
bir sekilde hedef aldig| gosterilmistir. Bu da SK-MEL-29.1'i, bagisiklik yanitlarinin melanomdaki spesifik
antijenleri hedef alacak sekilde nasil uyarlanabilecegini anlamak icin dnemli bir model haline getirmektedir. Bu
CTL klonlarinin melanom hiicrelerini tanimlama ve parcalama yetenegi, kisisellestirilmis kanser asilarinin
tretilmesi olasilig da dahil olmak tizere immiinoterapotik stratejilerin gelistirilmesi icin degerli bilgiler saglar.

Ayrica, SK-MEL-29.1 hiicreleri viriis tabanli kanser asisi gelistirilmesinde de test edilmistir. Onkolitik ve bagisiklik
uyarici 6zelliklere sahip bir viriis olan Newcastle hastalig viriisii (NDV) ile enfeksiyon, SK-MEL-29.1'in gama
1sinlamasindan sonra bile NDV tarafindan verimli bir sekilde enfekte edilebilecegini ve canli kanser asilarinin
gelistirilmesi icin uygun bir aday oldugunu gostermistir. Bu enfeksiyon, tiimar hiicrelerinin immiinojenikligini
artirarak daha giiclii bir anti-timor bagisiklik tepkisine yol agmakta ve SK-MEL-29.1'in asl arastirmalarinda
kullanimini daha da desteklemektedir.
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Citation SK-MEL-29.1 (Cytion katalog numarasi 300429)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_IY54

Biyomolekiiler Veriler

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 iriin

Medium numarasi 820300a)

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 icin 3-
5 ml PBS ve T75 siseleri icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar i¢in 1-2 ml ve T75 flasklar i¢in 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. Slipernatanti atin, hiicreleri taze besiyerinde yeniden
siispanse edin ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

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

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
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’

Yok

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.

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.
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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 once 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 giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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