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Bunkova linia MCA-3D je odvodena z primarnych epidermalnych kultdr mysi, ktoré vykazuji odolnost voci
terminalnej diferenciacii indukovanej vapnikom. Tieto bunky boli najprv osetrené karcinogénmi N-metyl-N'-
nitro-N-nitrozoguanidinom (MNNG) alebo 7,12-dimetylbenz[a]antracénom (DMBA) a nasledne vystavené
pOsobeniu 12-O-tetradekanoylforbol-13-acetatu (TPA). Odolnost voci terminalnej diferenciacii sa hodnotila
zvy$enim hladiny vapnika v kultivaénom médiu na 1,2 mM, ¢o selektivne umozriuje rast transformovanych
buniek, zatial ¢o normalne bunky zvy¢ajne podliehaju terminalnej diferenciacii a smrti.

Bunkova linia MCA-3D vykazuje epitelovi morfoldégiu a v kultdre vytvara dobre definované koldnie.
Ultrastrukturalna analyza ukazuje, Ze bunky MCA-3D obsahuji keratinové vlakna a desmozémy, ktoré svedcia o
ich epitelialnom pdvode a naznacuju zachovanie uréitého stupria normalnej keratinocytovej diferenciacie.
Presny vyskyt tychto struktir sa vSak méze lisit medzi jednotlivymi subpopulaciami v ramci linie.

Bunky MCA-3D boli testované na nadorovu aktivitu subkutannou injekciou syngénnym novorodencom Balb/c,
pricom vysledky naznacuju, Ze tato linia nie je nddorovo aktivna ani po dlhodobej kultivacii v podmienkach s
vysokym obsahom véapnika. Okrem toho bunky MCA-3D nerastu v makkom agare, ¢o dalej podporuje ich
nenadorovy fenotyp. Biochemické testy na aktivitu gama glutamyl transpeptidazy (GGT) a transglutaminazovu
aktivitu ukazali, Ze bunky MCA-3D su negativne na GGT a ich transglutaminazova aktivita nekoreluje s
nadorovym potencialom, ¢o zodpoveda ich nenadorovej klasifikacii.

Celkovo sluzi bunkova linia MCA-3D ako model na stidium skorych stadii karcinogenézy a faktorov, ktoré
ovplyvriuji prechod od preneoplastickych [ézii k plne malignym nadorom.

Mys

Koza

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

BALB/c

Zeny

Keratinocyty

Adherent

Regulacne udaje

Citation
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_5797

Biomolekularne udaje

Spracovanie

Culture Ham's F12, w: 1,0 mM stabilny glutamin, w: 1,0 mM pyruvat sodny, w: 1,1 g/L NaHCO3 (Cytion ¢islo vyrobku

Medium 820600a)

Supplements Doplrite médium o 10 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Odstrante médium a oplachnite prichytené bunky pomocou PBS bez vapnika a horéika (3-5 ml PBS pre banky
T25,5-10 ml pre banky T75). Pridajte TrypleExpress (1 - 2 ml na T25, 2,5 ml na banku s bunkovou kultirou T75),
bunkovy list musi byt Gplne pokryty. Inkubujte pri teplote 37 °C pocas 15 - 20 minut. Opatrne resuspendujte
bunky s médiom (10 ml), odstredujte 5 mindt pri 300xg, resuspendujte bunky v erstvom médiu a rozmiestnite
do novych flias, ktoré obsahuji cerstvé médium.

Seeding 0,5 a7 1 x 10% buniek/cm?

density

Fluid renewal 2 a7 3-krét tyzdenne

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 5 x 104 buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu

Recovery zmrazenia a prilnGt aspon 24 hodin.

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

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spoloénosti
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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