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Obecné informace

Description
Lidské mezenchymalni kmenové buriky (hMSC) pochazejici z tukové tkané jsou multipotentni stromalni buriky

schopné diferenciace do riiznych bunécnych linii, véetné adipocytd, osteoblastl a chondrocytl. Tyto buriky jsou
izolovany ze stromalni vaskularni frakce tukové tkané, ktera je ve srovnani s jinymi tkanémi bohatym zdrojem
mezenchymalnich kmenovych bunék. Adipézni hMSC jsou ve vyzkumu zvlasté cenéné diky své dostupnosti,
snadné izolaci a vy$simu vytézku, coz z nich ¢ini klicovy nastroj pro studie v oblasti regenerativni mediciny,
tkanového inzenyrstvi a bunécéné terapie.

hMSC jsou samovolné se obnovujici multipotentni buriky, které lze in vitro nasmérovat k diferenciaci do Siroké
$kaly bunécnych typu. Pfima diferenciace téchto bunék na adipocyty, osteoblasty a chondrocyty byla dobre
zdokumentovana pomoci specifickych diferenciacnich médii. h(MSC v raném stadiu jsou kryokonzervovany
pomoci specializovaného kryomédia, které zajistuje, Ze Zivotaschopnost po rozmrazeni je udrZovana na
minimalné 92 % aZ 95 %, jak potvrzuje test vylouceni barvivem Trypan Blue. Kazda kryovialka obsahuje 1 x 10°
bunék, odebranych od zdravych darc, ktefi poskytli informovany souhlas s darovanim bunécného materialu.

hMSC odvozené z tukové tkané vykazuiji silné schopnosti sebeobnovy a mohou byt rozsahle expandovany in
vitro bez ztraty svého diferencia¢niho potenciélu. Tyto buriky prochazeji pfisnymi testy kontroly kvality, aby byla
zajisténa jejich identifikace, Cistota, u¢innost, zivotaschopnost a vhodnost pro zamyslené vyzkumné aplikace in
vitro. Vzhledem k jejich multipotentnosti, imunomodula¢nim G¢inkim a parakrinnim signalnim schopnostem
jsou hMSC odvozené z tukové tkané Siroce pouzivany v riznych vyzkumnych aplikacich, véetné screeningu léCiv,
modelovani nemoci a porozuméni mechanismtm diferenciace kmenovych bunék. Je vsak dlleZité poznamenat,
Ze tyto bunky nejsou uréeny pro terapeutické nebo in vivo aplikace.

To, co odliSuje hMSC odvozené z tukové tkané od hMSC odvozenych z jinych tkani, jako je kostni dien nebo

svvo
vvvvv

.....

hMSC odvozené z tukové tkané snadnéji dostupné a jejich izolace vyZaduje méné invazivni postupy ve srovnani s
hMSC odvozenymi z kostni dfené, coz z nich Cini preferovanou volbu pro mnoho vyzkumnikd. Diky svym
vyraznym charakteristikdm jsou hMSC odvozené z tukové tkané zvlasté vhodné pro studie zamérené na
metabolické poruchy, imunitni regulaci a regenerativni medicinu.

Organism Clovék
Tissue Tukova tka
Applications Testovani [éCiv, regenerativni medicina, vyzkum nemoci

Charakteristika

Age Zeptejte se prosim
Gender Zeptejte se prosim

Ethnicity Kavkazsky
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Morphology Dobfe rozprostrena vietenovitd morfologie podobna fibroblastim alespon v rdmci 5 pasazi. Méné nez 2 %
bunék vykazuje v kazdé pasazi spontanni morfologii podobnou myofibroblasttim.
Cell type Kmenové buriky
Growth Adherentni
properties
~ a4 .
Regulacni udaje
Citation Lidské mezenchymdlni kmenové buriky, tukova tkéri (katalogové ¢islo Cytion 300645)

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
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Subculturing Pro bézné kultivace adherentnich bunék: Z adherentnich bunék odsadte staré kultiva¢ni médium a promyjte je
PBS, abyste odstranili veskeré zbyvajici médium. Po odsati PBS pfidejte odpovidajici objem roztoku
trypsinu/EDTA podle velikosti kultivaéni nddoby (napf. 1 ml pro barnku 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 nadobu, aby se buriky uvolnily. Po oddéleni pridejte kompletni médium k
inaktivaci trypsinu/EDTA, jemné buriky resuspendujte a alikvotni ¢ast bunééné suspenze preneste do nové
kultivaéni nddoby obsahujici ¢erstvé médium. Umistéte nadobu do inkubatoru nastaveného na 37°Cs 5 %0y 2
kazdé 2 az 3 dny vymérite médium.

Seeding 1a73x104Punek/cm?2

density

Fluid renewal Prvni obnova tekutin po 24 hodinéch, poté kazdé 2 a7 3 dny.

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouZzivame 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 zaroveri zachovava pluripotenci.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se pfepravuji 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
buné&lné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamfZitou 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 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 kultivacni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. DodrZujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.
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Incubation

Atmosphere 37°C,5 %coz’ zvlhéena atmosféra.

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

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim 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 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 lahvi¢ky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -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.
Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunééné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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