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Lidské mezenchymalni kmenové buriky pochazejici z Whartonovy rosolovité hmoty (HMSC-WJ) pfedstavuji
jedinecnou a univerzalni podskupinu mezenchymalnich stromalnich bunék (MSC). Tyto buriky jsou izolovany z
rosolovité hmoty v pupecni $iidre a predstavuji primitivnéjsi zdroj MSC ve srovnani s burikami pochazejicimi z
dospélych tkani, jako je kostni dreri nebo tukova tkan. Tato primitivni povaha prispiva k jejich vyssi proliferacni
rychlosti, niz§i imunogenité a zvySenému diferenciacnimu potencialu. HMSC-WJ se mohou za specifickych
podminek in vitro diferencovat do Siroké skaly bunécnych typ(, véetné adipocytd, osteoblastd a chondrocyt(,
coz je Cini velmi cennymi pro vyzkum v oblasti regenerativni mediciny, tkanového inZzenyrstvi a bunécnych

terapii.

Jednim z klicovych rozdild mezi HMSC-WJ a jinymi MSC je jejich neinvazivni a eticky pfijatelny zdroj, protoze
pupecni $ridra se po porodu obvykle vyhodi. Tim se eliminuji etické obavy a morbidita darcd spojené s odbérem
MSC z kostni dfené nebo tukové tkané. Kromé toho HMSC-WJ vykazuji vynikajici imunomodulaéni vlastnosti a
nizsi riziko transformace ve srovnani s MSC z jinych zdrojd, coZ z nich ¢ini atraktivni volbu jak pro in vitro studie,
tak pro potencialni terapeutické aplikace.

Kultivované HMSC-WJ jsou kryokonzervovany v ranych pasazich pomoci specifického kryomédia, aby byla
zajisténa vysoka Zivotaschopnost a funkénost po rozmrazeni. Kazda kryovialka obsahuje minimalné 1 x 10°
bunék, pfi¢emz Uroven Zivotaschopnosti se podle testu vylouceni barvivem Trypan Blue pohybuje mezi 92 % a
95 %. Tyto buriky jsou odebrany od zdravych darcd, ktefi vsichni poskytli informovany souhlas s pouzitim svého
bunééného materialu. Na kazdou $arzi HMSC-WJ se vztahuji pfisna opatfeni pro kontrolu kvality, ktera zajistuji,
Ze splriuji prisna kritéria pro identifikaci, Cistotu, G¢innost a Zivotaschopnost, ¢imZ je zarucena jejich vhodnost
pro vyzkumné Géely.
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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 Doplite médium o 10 % FBS, 2 ng/ml bFGF
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hoi¢iku. Pro bariky T25 pouZzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
banky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné& promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.
Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame 80 % FBS + 10 % bazalniho média + 10 % DMSO pro udrzeni
medium Zivotaschopnosti nebo CM-1 (katalogové cislo Cytion 800100) pro lepsi kryoprotekci, kterd zabrariuje nezadouci
diferenciaci a zarover zachovava pluripotenci.
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Thawing and

rin vy . i . . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmrazend, 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
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
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 lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho 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 éerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

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

Incubation

Atmosphere 37°C,5 %COZ’ zvlhcena atmosféra.

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

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné 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 lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions 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.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -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.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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