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MCA-3D stnu linija ir ieglita no primarajam pelu epidermas kultiram, kas ir izturigas pret kalcija izraisitu
terminalo diferenciaciju. Sis $iinas sakotnéji tika apstradatas ar kancerogéniem N-metil-N'-nitro-N-
nitrozoguanidinu (MNNG) vai 7,12-dimetilbenz[a]antracénu (DMBA) un péc tam paklautas 12-O-
tetradekanoilforbol-13-acetata (TPA) iedarbibai. Izturiba pret terminalo diferenciaciju tika novértéta,
paaugstinot kalcija limeni barotné lidz 1,2 mM, kas selektivi lauj augt transformétam stinam, kamér normalas
Stinas parasti iziet terminalo diferenciaciju un iet boja.

MCA-3D stinu linijai ir epitélija morfologija, un kultira ta veido labi definétas kolonijas. Ultrastrukturala analize
atklaj, ka MCA-3D suinas ir keratina pavedieni un desmosomas, kas norada uz to epitélija izcelsmi un liecina par
normalas keratinocitu diferenciacijas saglabasanu. Tomér precizs So strukttru daudzums dazadas linijas
subpopulacijas var atskirties.

MCA-3D Siinas ir parbauditas attieciba uz tumorogéniskumu, zemadas injekcijas veida injicéjot singéniskiem
Balb/c jaundzimusajiem, un rezultati liecina, ka ST linija nav tumorogéniska pat péc ilgstosas kultivéSanas augsta
kalcija satura apstaklos. Turklat MCA-3D Siinas neaug miksta agara, kas vél vairak apstiprina to nemaligno
fenomenu. Biokimiskie gamma glutamiltranspeptidazes (GGT) aktivitates un transglutaminazes aktivitates testi
paradija, ka MCA-3D slinu GGT ir negativa, un to transglutaminazes aktivitate nav saistita ar audzéja potencialu,
kas atbilst to netumorizéjosai klasifikacijai.

Kopuma MCA-3D sunu linija kalpo ka modelis kancerogenézes agrino stadiju un faktoru, kas ietekmé pareju no
preneoplastiskiem bojajumiem uz pilniba laundabigiem audzg&jiem, izpétei.
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_5797

Biomolekularie dati

Darbs ar

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Post-Thaw
Recovery

Freeze
medium

Hama F12, w: 1,0 mM stabils glutamins, w: 1,0 mM natrija piruvats, w: 1,1 g/L NaHCO3 (Cytion izstradajuma
numurs 820600a)

Papildinat barotni ar 10% FBS

TrypLE Express

Nonemiet barotni un izskalojiet pielipusas Siinas, izmantojot PBS bez kalcija un magnija (3-5 ml PBS T25, 5-10 ml

T75 Stnu kultliru kolbam). Pievienojiet TrypleExpress (1-2 mluz T25, 2,5 ml uz T75 Snu kultdiru kolbu), Stinu
sloksnei jabat pilniba parklatai. Inkubét 15 [idz 20 minates 37 gradu temperatira péc Celsija. Uzmanigi
resuspendét Stinas ar barotni (10 ml), centrifugét 5 minttes ar 300xg, resuspendét Stinas svaiga barotné un
iepildit jaunas kolbas, kuras ir svaiga barotne.

0,5 lidz 1 x 104 §E|nas/cm2

2 lidz 3 reizes nedela

Péc atkauséanas izkliedgjiet inas uz $kivja ar blivumu 5 x 10% 3inas/cm? un laujiet 3anam atgties no
sasaldésanas procesa un pielipt vismaz 24 stundas.

Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai
nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu
krioinduceto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sutitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pllismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifligas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 mindtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stnu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Slinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodrosSinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

or 0 - _
37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Neviens

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pdpi::?fns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatlra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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