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Obecné informace

Description

Organism

Tissue

Applications

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Morphology

Lidské mezenchymalni kmenové buriky (MSC) pochazejici z chorionovych klkl predstavuji vysoce univerzalni
populaci multipotentnich stromalnich bunék schopnych diferenciace do vice linii, véetné adipocytl, osteoblast(
a chondrocytd. Tyto buriky jsou izolovany z chorionovych klkd, ¢asti placenty, ktera hraje kli¢ovou roli ve
vyméné latek mezi matkou a plodem. Chorionové klky jsou jedineéné v tom, Ze se skladaji jak z fetalnich, tak z
materskych tkani, coZ poskytuje specifické mikroprostredi, které pfispiva k robustnim schopnostem MSC
odvozenych z tohoto zdroje k sebeobnové a diferenciaci. MSC z chorionovych klka vykazuji primitivnéjsi fenotyp
ve srovnani s MSC odvozenymi z dospélych tkani a ¢asto vykazuji vy3si miru proliferace a Sirsi diferenciacni
potencial. Tyto vlastnosti je Cini obzvlasté cennymi pro vyzkum v oblasti regenerativni mediciny, tkariového
inZenyrstvi a modelovani nemoci.

Bylo diikladné prokazano in vitro, Ze se tyto MSC diferencuji na adipocyty, osteoblasty a chondrocyty, kdyZ jsou
kultivovany v médiich specifickych pro danou linii, coZ podtrhuje jejich potencial pro aplikace v tkariové
regeneraci a modelovani onemocnéni. Jedinecny piivod téchto bunék z chorionovych klkd jim proptjcuje
specifické imunomoduladni vlastnosti, které se mohou lisit od MSC odvozenych z jinych zdroju, jako je kostni
dreri nebo tukova tkan. Tento rozdil je zasadni pro studie zamérené na imunitni stavy nebo vyvoj alogennich
bunéénych terapi.

MSC jsou kryokonzervovany v ranych pasazich ve specializovaném kryomédiu, coZ zajistuje jejich
Fivotaschopnost a funkénost po rozmrazeni. Kazda kryovialka obsahuje minimaln& 1 x 10® bunék s mirou
Zivotaschopnosti v rozmezi 92 % az 95 %, jak bylo stanoveno testem vylouceni barvivem Trypan Blue. Tyto
buriky pochazeji od zdravych darct, ktefi poskytli informovany souhlas, coz zajistuje etické postupy pfi odbéru.
Kazda 3arZe prochazi prisnou kontrolou kvality, véetné diikladného testovani identifikace bunék, ¢istoty,
ucinnosti a Zivotaschopnosti. Tato opatfeni zarucuji, Ze kultivované MSC jsou vysoké kvality a vhodné pro
vyzkumné Gcely, s vyjimkou terapeutického pouziti nebo pouziti in vivo.

Clovék
Chorion Villi

Testovani léCiv, regenerativni medicina, vyzkum nemoci

Zeptejte se prosim
Zeptejte se prosim
Kavkazsky

Dobfe rozprostiena vietenovita morfologie podobna fibroblastiim alespori v rdmci 5 pasazi. Méné nez 2 %
bunék vykazuje v kaZzdé pasazi spontanni morfologii podobnou myofibroblastiim.
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Cell type Kmenové buriky
Growth Adherentni
properties
Regulaéni udaje
Citation Lidské mezenchymdlni kmenové buriky, choriové klky (katalogové &islo Cytion 300646)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606
Biomolekularni data

Antigen K identifikaci kultivovanych MSC (P2-P3) pred kryokonzervaci se pfi analyze pritokovou cytometrii pouziva
expression komplexni panel markerd, véetné CD73/CD90/CD105 (pozitivni) a CD14/CD34/CD45/HLA-DR (negativni). Tyto
markery jsou doporuceny vyborem ISCT MSC.

Viruses Darce je negativni na HBV (PCR), Treponema pallidum (PCR) a HIV-1/2 (IFA). Buriky jsou negativni na HBV, HCV,
HSV1, HSV2, CMV, EBV, HHV6, Toxoplasma gondii, Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma
urealyticum a Ureaplasma parvum.

, ’
Zpracovani
Culture Alpha MEM, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w/o: Ribonukleosidy, w/o: Deoxyribonukleosidy, w: 1,0 mM Pyruvat
Medium sodny, w: 2,2 g/l NaHCO3
Supplements Doplrite médium o 10 % FBS, 2 ng/ml bFGF
Dissociation Trypsin-EDTA
Reagent
Subculturing Pro bézné kultivace adherentnich bunék: Z adherentnich bunék odsadte staré kultivaéni médium a promyjte je
PBS, abyste odstranili veSkeré zbyvajici médium. Po odsati PBS pridejte odpovidajici objem roztoku
trypsinu/EDTA podle velikosti kultivaéni nadoby (napf. 1 ml pro bariku T25, 3 ml pro bariku T75) a inkubujte pfi
pokojové teploté nebo 37 °C, dokud se buriky neoddéli (5-10 minut). Oddélovani sledujte pod mikroskopem a v
pfipadé potreby jemné poklepejte na nddobu, aby se buriky uvolnily. Po oddéleni pridejte kompletni médium k
inaktivaci trypsinu/EDTA, jemné burky resuspendujte a alikvotni ¢ast bunééné suspenze preneste do nové
kultivaéni nddoby obsahuijici Cerstvé médium. Umistéte nadobu do inkubatoru nastaveného na 37°Cs 5 %o,
kazdé 2 az 3 dny vymérite médium.
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Seeding 1az3x10%bunek 2

density

Fluid renewal Prvni obnova tekutin po 24 hodinach, poté kazdé 2 az 3 dny.

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouZzivame 80 % FBS + 10 % bazalniho média + 10 % DMSO pro udrzeni
medium Zivotaschopnosti nebo CM-1 (katalogové ¢islo Cytion 800100) pro lepsi kryoprotekci, kterd zabraruje nezadouci

diferenciaci a zaroveri zachovava pluripotenci.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, Ze lahvicka zOstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrZely optimalni teploty.

2. Po obdrZeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi neZ -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezlistane
maly ledovy chuchvalec.

4. Vsechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvi¢ku a pfeneste buné¢nou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivaéniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofrili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporuc¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky
potaZené kolagenem.
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Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions Kryokonzervované buné&cné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

vy s

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunééné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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