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Regulacni udaje

Citation

Bunécna linie MCA-3D je odvozena z primarnich mysich epidermalnich kultur, které vykazuji odolnost vici
vapnikem indukované terminalni diferenciaci. Tyto buriky byly nejprve oSetreny karcinogeny N-methyl-N'-nitro-
N-nitrosoguanidinem (MNNG) nebo 7,12-dimethylbenz[a]anthracenem (DMBA) a nasledné vystaveny plsobeni
12-O-tetradekanoylforbol-13-acetatu (TPA). Odolnost viéi terminalni diferenciaci byla hodnocena zvysenim
hladiny vapniku v kultivaénim médiu na 1,2 mM, coz selektivné umoziuje rist transformovanych bunék,
zatimco normalni buriky obvykle podléhaji terminalni diferenciaci a smrti.
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Bunécna linie MCA-3D vykazuje epitelovou morfologii a v kulture tvofi dobre definované kolonie.
Ultrastrukturalni analyza ukazuje, Ze buriky MCA-3D obsahuji keratinova vldkna a desmosomy, které svédci o
jejich epitelidlnim plvodu a naznacuji zachovani urcitého stupné normalni keratinocytarni diferenciace. Pfesné
mnozZstvi téchto struktur se vsak mUize u jednotlivych subpopulaci v ramci linie lisit.

Buriky MCA-3D byly testovany na tumorigenitu subkutanni injekci syngennim novorozencim Balb/c, pfi¢emz
vysledky ukazaly, e tato linie neni tumorigenni ani po dlouhodobé kultivaci v podminkach s vysokym obsahem
vapniku. Buriky MCA-3D navic nerostou v mékkém agaru, coz dale podporuje jejich nenadorovy fenotyp.
Biochemické testy aktivity gama glutamyl transpeptidazy (GGT) a transglutaminazy ukazaly, Ze buriky MCA-3D
jsou negativni na GGT a jejich transglutaminazova aktivita nekoreluje s nadorovym potencialem, coZ odpovida
jejich nenadorové klasifikaci.

Celkové lze fici, Ze bunécna linie MCA-3D slouzi jako model pro studium ¢asnych stadii karcinogeneze a faktor(,
které ovliviuji pfechod od preneoplastickych lézi k plné malignim nadordm.

MCA3D, MCa3D, MCA/3D, MCA 3D

BALB/c

Zeny

Keratinocyty

Adherentni

MCA-3D (katalogové Cislo Cytion 400437)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_5797

Biomolekularni data

’ ’
Zpracovani

Culture Ham's F12, w: 1,0 mM stabilni glutamin, w: 1,0 mM pyruvat sodny, w: 1,1 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion

Medium 820600a)

Supplements Doplrite médium o 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Odstrarite médium a oplachnéte adherované buriky pomoci PBS bez vapniku a hor¢iku (3-5 ml PBS pro bariky
T25, 5-10 ml pro bariky T75). Pridejte TrypleExpress (1-2 ml na T25, 2,5 ml na bariku s bunécnou kulturou T75),
bunécny list musi byt zcela pokryt. Inkubujte pfi 37 °C po dobu 15-20 minut. Opatrné resuspendujte buriky s
médiem (10 ml), odstfedujte 5 minut pfi 300xg, resuspendujte buriky v erstvém médiu a rozdélte do novych
banék, které obsahuji Cerstvé médium.

Split ratio Doporucuje se pomér 1:4 a7 1:8

Seeding 0,57 1 x 104 Punék cyy2

density

Fluid renewal 2 a7 3krét tydné

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste buriky v mnoZzstvi 5 x 10% bunék/cm? a nechte je alespon 24 hodin zotavit se z procesu

Recovery zmrazeni a prilnout.

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatec¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a snizeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . . L . . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmrazend, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporu¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich
metod detekce mykoplazmy.
Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.

Profil STR Amelogenin: x,x
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