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Aciklama

MCA-3D hiicre hatti, kalsiyumla indiiklenen terminal farklilasmaya diren¢ gosteren birincil fare epidermal kiltirlerinden tiretilmistir. Bu
hucreler baslangigta karsinojen N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) veya 7,12-dimetilbenz[a]antrasen (DMBA) ile muamele edilmis ve
ardindan 12-O-tetradekanoilphorbol-13-asetata (TPA) maruz birakilmistir. Terminal farklilasmaya karsi direng, kilttir ortamindaki kalsiyum
seviyelerinin 1,2 mM'ye yukseltiimesiyle degerlendirilmistir; bu, normal hiicreler tipik olarak terminal farklilasma ve 6lime maruz kalirken
secici olarak donusturdlmis hucrelerin buylimesine izin verir.

MCA-3D hiicre hatti epitelyal bir morfoloji sergiler ve kilttrde iyi tanimlanmis koloniler olusturur. Ultrastrikturel analiz, MCA-3D hucrelerinin
epitelyal kdkenlerinin gdstergesi olan ve bir dereceye kadar normal keratinosit farklilasmasinin siirdiriildigin dastndiren keratin
filamentleri ve desmozomlar icerdigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, bu yapilarin tam bollugu hat icindeki alt poptlasyonlar arasinda
degisebilir.

MCA-3D hiicreleri sinjenik Balb/c yenidoganlara subkutan enjeksiyon yoluyla timdrijeniklik agisindan test edilmis ve sonugclar bu hattin
yuksek kalsiyum kosullarinda uzun sureli kiltirden sonra bile timérijenik olmadigini géstermistir. Ayrica, MCA-3D hiicreleri yumusak agarda
buyumeyerek malign olmayan fenotiplerini daha da desteklemektedir. Gama glutamil transpeptidaz (GGT) aktivitesi ve transglutaminaz
aktivitesi icin yapilan biyokimyasal testler, MCA-3D hucrelerinin GGT i¢in negatif oldugunu ve transglutaminaz aktivitelerinin timaorijenik
olmayan siniflandirmalariyla uyumlu olarak timérijenik potansiyel ile iliskili olmadigini gdstermistir.

Genel olarak, MCA-3D hicre hatti, karsinogenezin erken asamalarini ve preneoplastik lezyonlardan tamamen malign timorlere ilerlemeyi
etkileyen faktorleri incelemek icin bir model goérevi gérmektedir.
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_5797

iISLEME VE YETISTIRME

Besiyeri
Ham's F12, w: 1.0 mM stabil Glutamin, w: 1.0 mM Sodyum piruvat, w: 1.1 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820600a)

Kulucka ortami 37°C, %5C02, nemlendirilmis atmosfer.

Takviyeler
Ortami %10 FBS ile takviye edin

Ayristirma reaktifi TrypLE Express

Alt kiiltir olusturma

Ortami ¢ikarin ve yapismis huicreleri kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS kullanarak durulayin (T25 igin 3-5 ml PBS, T75 hicre kultur
siseleri icin 5-10 ml). TrypleExpress ekleyin (T25 basina 1-2 ml, T75 hiicre kulturu sisesi basina 2,5 ml), hicre tabakasi tamamen
kaplanmalidir. 37 santigrat derecede 15-20 dakika inkube edin. Hucreleri besiyeriyle (10 ml) dikkatlice yeniden suspanse edin, 300xg'de 5
dakika santriftijleyin, hiicreleri taze besiyerinde yeniden siispanse edin ve taze besiyeri igceren yeni siselere dagitin.

Ekim yogunlugu 0,5ila 1 x 104 hiicre/cm?
Sivi degisimi haftada 2 ila 3 kez
Cozulme sonrasi toparlanma Cozildukten sonra, hiicreleri 5 x 104 hiicre/cm? olarak plakaya yerlestirin ve hicrelerin

dondurma isleminden kurtulmasini ve en az 24 saat boyunca yapismasini bekleyin.

Cozme ve kiiltiirleme

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

KALITE KONTROL VE KRIYOPREZERVASYON

Kisirhk

Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanl tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit ydntemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kulturleri glinluk gérsel incelemelere tabi tutulur.

Dondurma ortami Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢cozulme sonrasi canlilik i¢in tam buyime ortami
(FBS dahil) + %10 DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak igin
optimize edilmis ozmoprotektanlar ve metabolik stabilizatérler iceren CM-1 (Cytion katalog
numarasi 800100) kullaniyoruz.

Saklama kosullari
Uzun sureli muhafaza icin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazl sivi nitrojen igine yerlestirin. 80 °C'de saklama yalnizca sivi

nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.
Nakliye kosullari

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak icin yeterli sogutucu akiskan iceren, onaylanmis, yalitiimis
ambalajlarda kuru buz tzerinde goénderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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BAGISCI

Tur I alt tiir BALB/c

YASAL VE GUVENLIK

Giivenlik énlemleri

ileride ¢dzdiirmek izere sivi nitrojen icinde bir kriyoviyal saklamayi planlarken, siki giivenlik énlemlerine uymak zorunludur. Uygun koruyucu
eldivenler ve giysiler sarttir ve dondurulmus numunelerin sivi nitrojen tankina veya tanktan transferi sirasinda yiiz maskesi veya koruyucu
gozluk kullaniimasi gerekir. Bu, ¢ikarma sirasinda keskin parcalarin firlamasina neden olabilecek potansiyel kriyoviyal patlamalardan
kaynaklanan yaralanma riskini azaltmak igindir.

Yasal Uyari

Hucrelerimiz yalnizca in vitro laboratuvar arastirma amaglari icin saglanmistir ve klinik veya tanisal kullanim igin tasarlanmamistir, insanlara
uygulanmayacak veya veterinerlik amagclari igin kullaniimayacaktir. Kullanicilar, bu hiicrelerin bir arastirma ortaminda islenmesi ve
kullaniimasina yonelik tum gecerli yonergelere ve diizenlemelere uymalidir.

Garanti

Cytion olarak urlinlerimizin kalitesinin ve canhhginin arkasindayiz.

Hucrelerimizin, tesislerimizden sevkiyattan sonra 60 giin boyunca kultiiriin baslangicinda canli olacagini garanti ediyoruz.
Tim malzemelerin Analiz Sertifikasi ve/veya Uriin Sayfasinda agiklanan 6zelliklere uygun oldugunu garanti ediyoruz
Tim ayrintilar icin litfen <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang=""x-default"">Garanti Beyanimiza bakin

Malzeme Transfer Anlasmasi gereklidir  Yes
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