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MS751 je nadorova linia ludskych buniek karcindmu kréka maternice izolovana z maternice pacientky s
epidermoidnym karcindmom. Bunky boli pévodne ziskané z metastazujicej lymfatickej uzliny a po xenogénnom
$tepeni do nahych mysi tvoria slabo diferencovany epidermoidny karcindm (stuperi Ill). NAdorova a
metastaticka povaha buniek MS751 z nich robi cenny model na $tidium procesov stvisiacich s metastazovanim
karcindmu krcka maternice a progresiou nadoru. Tieto bunky st obzvlast uzitocné na skimanie prechodu
epitelu na mezenchym (EMT), invazie a metastazovania, najma vo vztahu k slabo diferencovanému karcinému.

Y ,

Jednou z kli¢ovych molekularnych vlastnosti MS751 je pritomnost sekvencii ludského papilomavirusu (HPV).
P6vodne sa uvadzalo, Ze obsahuje HPV-18, ale novsie Studie preukazali, Ze bunky MS751 obsahuju Ciastoéné
sekvencie HPV-45, najma z oblasti E6/E7, ktoré su exprimované ako poly(A)+ RNA. Onkoproteiny E6 a E7 su
zname svojou Ulohou pri narisani funkcii nadorového supresora p53 a Rb, ktoré podporuji nekontrolované
delenie buniek a prispievaju k onkogenéze. Pritomnost tychto virusovych sekvencii robi MS751 velmi dolezitym
pre Studie rakoviny kréka maternice stvisiacej s HPV a konkrétne pre skiimanie toho, ako HPV-45 prispieva k
malignite buniek kréka maternice.

Bunky MS751 vykazuju epitelovi morfoldgiu, ktora je charakteristicka pre mnohé bunkové linie rakoviny krcka
maternice. Siroko sa vyuZivaji na vyskum molekuldrnych mechanizmov, ktoré st zdkladom HPV-
sprostredkovanej karcinogenézy, ako aj na objavovanie liekov a terapeuticky skrining. Vzhladom na ich
metastaticky povod a pritomnost sekvencii HPV predstavuje MS751 zakladny model na Studium progresie
rakoviny kréka maternice a testovanie terapeutickych stratégii zameranych na cielené ovplyviiovanie virusovych
aj nadorovych drah.

Ludské

Cervix

Skvamocelularny karcindm krcka maternice suvisiaci s ludskym papilomavirusom
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MS751 (kataldgové Cislo Cytion 305115)
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Krvna skupina AB, Rh

Ano, u nahych my3i vytvara slabo diferencovany epidermoidny karciném (stupefi).

HPV18, HPV45

EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion ¢islo ¢lanku 820100a)

Doplrite médium o 10% FBS, 1% NEAA a 1,0 mM pyruvat sodny

Accutase

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
1-2 mlpre 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
min0ty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v ¢erstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju erstvé médium.

2 a7 3-krat tyzdenne

Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie 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
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji 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 injek¢né liekovky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji 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 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.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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