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Bunky MC3T3-E1 Subclone 24 vyslovene predstavuju typ buniek preosteoblastov, ktoré zohravaja klG¢ova tlohu
pri tvorbe kosti. Morfologicky vykazuju vzhlad podobny fibroblastom, charakterizovany ich pred{Zzenym tvarom
a vretenovitymi Struktirami. Tento konkrétny podklén pochadza z tkaniva kalvarie, oblasti lebky, ktora sa
podiela na tvorbe kosti. Jedno z rozhodujucich vyuZiti buniek subklonu 24 MC3T3-E1 spociva v 3D bunkovej
kultdre, kde m6Zu vyskumnici Studovat spravanie a interakcie tychto buniek v trojrozmernom prostredi. Tato
metdda pontka fyziologicky relevantnej$i model ako tradi¢né dvojrozmerné bunkové kultdry, ¢o umoziuje
lepsie pochopit zloZité procesy, ktoré sa podielaju na tvorbe kosti.

Hoci tieto bunky maji mnoZstvo vyhod, je déleZité si vsimnut ich $pecifické vlastnosti. Bolo pozorované, Ze
bunky subklonu 24 MC3T3-E1 vykazuju slabu diferenciaciu osteoblastov, ked st vystavené pdsobeniu kyseliny
askorbovej, ktora je kli¢ovou zlozkou na podporu rastu kostnych buniek. Okrem toho netvoria mineralizovand
extraceluldrnu matrix, ¢o je kli€ovy krok pri tvorbe kostného tkaniva. Cas zdvojenia buniek MC3T3-E1 Subclone
24 je priblizne 90,5 hodiny.
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NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_5438

Biomolekularne udaje

Receptors Receptor pre protein pribuzny parathorménu (PTHrP)
expressed
Protein Kolagén, kostny sialoprotein (BSP), osteokalcin (OCN), parathormén (PTH)
expression
Tumorigenic Ano, uimunosuprimovanych mysi
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, katalégové ¢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

Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky

T25 pouZite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, priCom pouZite
1-2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, 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 ¢erstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

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

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu sposobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

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 zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky 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
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

o Eo . ,
37°C,5 /0C02’ zvlhéena atmosféra.

Ziadne

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd 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.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju 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.
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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovévanie umiestnite injek¢né 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 vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d 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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