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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Disease

Metastatic site

Synonyms

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Morphology

Bunka MV3 je model ludského melanému, ktory bol vytvoreny z metastazujlcej lymfatickej uzliny u muzského
pacienta s amelanotickym melanémom. Tato bunkova linia je vysoko metastazujlca a tumorigenicka, ¢o z nej
robi klG¢ovy zdroj pre $tddium progresie a metastazovania melanému. Bunky MV3 vykazuju vyrazné invazivne
vlastnosti, ktoré su podporené ich silnou schopnostou degradovat zlozky extraceluldarnej matrice. Tato
schopnost je sprostredkovana drahou aktivatora plazminogénu typu urokinazy (u-PA) a jej regulaciou
inhibitormi aktivatora plazminogénu (PAI-1 a PAI-2). Bunky MV3 sa vyznacuju expresiou markerov spojenych s
metastazovanim, ako su integriny (napr. VLA-2) a receptory rastovych faktorov, ktoré stvisia s ich agresivnym
fenotypom.

V modeloch s xenotransplantatmi vykazuji bunky MV3 rychlu tvorbu nadorov a vysoku frekvenciu spontannych
metastaz, najma do pluc. Tieto vlastnosti zohravali kli¢ovu Glohu v predklinickom vyskume zameranom na
objasnenie mechanizmov, ktoré st zakladom Sirenia melanému a rezistencie voci liecbe. Nadory MV3 u nahych
mysi si zachovavaju histologické charakteristiky povodného nadoru odobratého pacientovi, vratane vysokej
mitotickej aktivity a obmedzenej pigmentacie. Prokoagulaéné vlastnosti buniek MV3 dalej prispievaju k ich
metastatickému spravaniu, kedZe vykazuju aktivitu tkanivového faktora a mézu priamo aktivovat protrombin
na trombin, ¢im posilfiuju interakcie s mikroprostredim nadoru.

MV3 sa tieZ vyuZiva v Stddidch zameranych na Glohu molekdl na povrchu buniek a ich regulaciu pri
metastazovani melanému. Napriklad tato bunkova linia exprimuje vyznamné hladiny molekuly medzibunkovej
adhézie-1 (ICAM-1) a receptora epidermalneho rastového faktora (EGFR), ktoré st spojené so zvySenym

R ,

metastatickym potencidlom. Tento model nadalej zohrava klicova Glohu pri hodnoteni cielenych terapir a pri
pochopeni molekularnych faktorov zodpovednych za malignitu melanému.

Ludské

Koza

Amelanoticky melaném

Lymfaticka uzlina

MV-3, MV 3

76 rokov

MuZi

Nespecifikované

Epitelu podobné
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Growth
properties

¢, &

Adherent

Regulacné udaje

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

MV3 (katalogové Cislo Cytion 305495)

9606

CellosaurusAccession CVCL_W280

Biomolekularne udaje

Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

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

Doplrite médium o 10 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouzite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
minUty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v Cerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju ¢erstvé médium.

Seeding 2-4x10%*/cm?

density

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 zlepSenie obnovy 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.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym 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 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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