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Bunky MC3T3-E1 Subclone 14 sti cennym zdrojom v biologickej vede, konkrétne pri Stidiu osteoblastov. Tieto
bunky odvodené z kalvarie mysi C57BL/6 boli starostlivo vybrané na zaklade ich vysokej aktivity alkalickej
fosfatazy (ALP) v pokoji.

Tato jedinecna vlastnost z nich robi idealny model na skimanie diferenciacie osteoblastov a tvorby
kalcifikovaného kostného tkaniva in vitro. Bunky MC3T3-E1 Subclone 14 ako preosteoblastovy typ buniek
vykazuju morfolégiu fibroblastov a st primarne spojené s kostnym tkanivom odvodenym z kalvarie.

Jednou z pozoruhodnych vlastnosti buniek MC3T3-E1 Subclone 14 je ich schopnost diferencovat sa na
osteoblasty a osteocyty. Vdaka svojej rozsiahlej morfologickej a funkénej podobnosti s primarnymi kalvariovymi
osteoblastami ponukaju tieto bunky spolahlivi platformu na stadium signalizacie extracelularnej matrix (ECM) a
spravania spojeného s diferenciaciou osteoblastov.

Pri kultivacii s kyselinou askorbovou a anorganickym fosfatom v optimalnych koncentraciach (3 az 4 mM)
vykazuju bunky MC3T3-E1 Subclone 14 pozoruhodnd Uroveri diferenciacie osteoblastov. UZ po desiatich drioch
vytvaraju dobre mineralizovan( ECM, ¢o vyskumnikom poskytuje pohlad do zlozitého procesu tvorby kostného
tkaniva.

Okrem toho sa zistilo, Ze tieto bunky vylucuju kolagén, zakladnu zloZku kostného tkaniva, a exprimujd inhibicny
faktor mysej leukémie (MIF) v RNA. Tieto vlastnosti dalej prispievaju k ich vyznamu pri skimani réznych
biologickych procesov suvisiacich s vyvojom a homeostazou kosti. Bunkova linia MC3T3-E1 Subclone 14 sa tiez
vyuziva v $pi¢kovom vyskume.

Bola napriklad vyuZzita na ndvrh ramca analyzy cytoskeletu aktinovych vlakien, ktory ponika pohlad na
komplexnu vnitrobunkovu architektiru osteoblastov. Okrem toho vyskumnici skdimali G&inky
biodegradovatelného horcika a horcikovych zliatin na tieto bunky, pri¢om skimali ich interakcie s réznymi
materialmi a ich vplyv na vybrané bunkové vlastnosti.

Vdaka ich réznorodému pouZitiu st tieto bunky neocenitelné v stidiach 3D bunkovych kultdr, ktoré poskytuju
realisticky in vitro model na skiimanie spravania a diferenciacie osteoblastov v trojrozmernom prostredi. Ich
vyznam sa rozsiruje na rdzne oblasti vyskumu vratane tkanivového inZinierstva, regeneracie kosti a vyvoja
terapeutickych zasahov pri poruchach stvisiacich s kostami.

Mys

Kost, kalvaria

3D bunkové kultdry, diferenciacné studie

MC3T3-E1 SUBKLON 14

C57BL/6
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Age Novorodenec
Gender Ne3pecifikované
Morphology Fibroblasty
Growth Adherent
properties

s, &

Regulacné udaje

Citation MC3T3-E1 Subklon 14 (katalégové ¢islo Cytion 305185)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_5437

Biomolekularne udaje

Protein Kolagén
expression
Tumorigenic Ano
Spracovanie
Culture Alfa MEM, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: Ribonukleozidy, w: Deoxyribonukleozidy, w: 1,0 mM pyruvat sodny, w:
Medium 2,2 g/L NaHCO3, w/o: Kyselina askorbova (GIBCO, katalogové ¢islo A1049001. Tento vyrobok nedodavame;

zvazte prosim inych dodavatelov. Ak potrebujete dalSiu pomoc, dajte nam prosim vediet.)

Supplements Doplrite médium o 10 % FBS

Dissociation Accutase

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

Fluid renewal 2 a7 3-krdt 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.

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 okamZite 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 injek¢n( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pricom 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 bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujicej 8 ml kultivaéného 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
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéného 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 Gcinnd 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%y zvlh€ena atmosfeéra.
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Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odporti¢ame pouzivat banky alebo
platne s kolagénom.

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd 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 injekéné liekovky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions 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 injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150
aZz-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 vylucuje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zaloZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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