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Altalanos informaciok

Description
A chorion villusokbdl szarmazé emberi mesenchymalis 6ssejtek (MSC-k) rendkiviil sokoldald, multipotens

stromalis sejtekbdl allé populaciot képviselnek, amelyek tobbféle sejtvonalba képesek differencialodni,
beleértve az adipocitakat, az osteoblastokat és a chondrocytakat. Ezeket a sejteket a chorion villusokbdl
izolaljak, amelyek a placenta egy részét képezik, és kritikus szerepet jatszanak az anya és a magzat kozotti
anyagcserében. A chorion villusok egyediilalléak abban, hogy magzati és anyai szovetekbdl allnak, igy egy
kiilonleges mikro kornyezetet biztositanak, amely hozzajarul az ebbdl a forrasbdl szarmazé MSC-k erételjes
onmegujulasi és differencialodasi képességeihez. A chorion villusokbdl szarmazé MSC-k primitivebb fenotipust
mutatnak a felnétt szovetekbdl szarmazd MSC-khez képest, gyakran magasabb proliferacios rataval és
szélesebb differencialédasi potenciallal rendelkeznek. Ezek a jellemzok kiilondsen értékessé teszik ket a
regenerativ orvoslas, a szévetmérnoki és a betegségmodellezés teriiletén végzett kutatasok szamara.

Ezek az MSC-k in vitro korlilmények kozott szigordan bizonyitottan adipocitakka, osteoblastokka és
chondrocytakka differencialédnak, ha vonal-specifikus differencialodasi taptalajon tenyésztik Gket, ami
alahdzza alkalmazasi potencialjukat a szévetregeneracidban és a betegségmodellezésben. Ezeknek a sejteknek
a chorion villusokbdl valo egyediilallé eredete specifikus immunmoduldlé tulajdonsagokkal ruhazza fel ket,
amelyek eltérhetnek a csontvelébdl vagy zsirszovetbdl szarmazd MSC-kt6l. Ez a kiilonbség donté fontossagl az
immunrendszerrel kapcsolatos allapotokra vagy allogén sejtterapiak fejlesztésére 6sszpontosité tanulmanyok
szamara.

Az MSC-ket korai passzazsokban specialis kriomédiumban kriokonzervaljak, biztositva életképességiiket és
funkcionalitasukat a felolvasztas utan. Minden kriovial legalabb 1 x 10° sejtet tartalmaz, amelyek életképességi
aranya a Trypan Blue festék kizarasi teszt alapjan 92% és 95% kozott mozog. Ezek a sejtek egészséges
donoroktol szarmaznak, akik tajékozott beleegyezést adtak, biztositva az etikus gy(ijtési gyakorlatot. Minden
tétel szigord mindség-ellendrzési vizsgalatokon esik at, beleértve a sejtek azonositasanak, tisztasaganak,
hatékonysaganak és életképességének alapos tesztelését. Ezek az intézkedések garantaljak, hogy a tenyésztett
MSC-k kivalé min6ségliek és alkalmasak kutatasi alkalmazasokra, kivéve a terapias vagy in vivo felhasznalast.

Organism Emberi

Tissue Chorion Villi

Applications Gyodgyszerkisérletek, regenerativ orvostudomany, betegségkutatas
Jellemzok

Age Kérjuk, érdeklédjon

Gender Kérjiik, érdeklédjon

Ethnicity Kaukazusi

Morphology Joleloszlé orsé alaku, fibroblaszt-szerl morfoldgia legalabb 5 passzazson beliil. Minden egyes passzazsban
kevesebb, mint 2 % sejt mutat spontan myofibroblaszt-szer(i morfoldgiat.
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Cell type Ossejt
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation Human mesenchymalis 6ssejtek, Chorion Villi (Cytion kataldgusszam: 300646)
Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606
Biomolekularis adatok

Antigen Atéraml3si citometrids analizis soran atfogd markerpanelt, tébbek kdzétt CD73/CD90/CD105 (pozitiv) és
expression CD14/CD34/CD45/HLA-DR (negativ) markereket hasznalnak a kriokonzervalas el6tt a tenyésztett MSC-k (P2-P3)
azonositasara. Ezeket a markereket az ISCT MSC bizottsaga ajanlja.

Viruses A donor negativ HBV-re (PCR), Treponema pallidumra (PCR) és HIV-1/2-re (IFA). A sejtek negativak HBV, HCV,
HSV1, HSV2, CMV, EBV, HHV6, Toxoplasma gondii, Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma
urealyticum és Ureaplasma parvum tekintetében.

A kezelése

Culture Alpha MEM, w: 2,0 mM stabil glutamin, w/o: Ribonukleozidok, w/o: Dezoxiribonukleozidok, w: 1,0 mM natrium-
Medium piruvat, w: 2,2 g/l NaHCO3

Supplements A taptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel, 2 ng/mL bFGF-fel

Dissociation Trypsin-EDTA

Reagent

Subculturing Rutinszer(i adherens sejtkultirahoz: Szivja le a régi taptalajt az adherens sejtekrél, és mossa le 6ket PBS-szel a

maradék taptalaj eltavolitasa érdekében. A PBS leszivasa utan adjunk hozza a tenyészt6edény méretének
megfelel6 mennyiségli tripszin/EDTA-oldatot (pl. 1 ml T25 lombikhoz, 3 ml T75 lombikhoz), és inkubaljuk
szobahémérsékleten vagy 37°C-on, amig a sejtek levalnak (5-10 perc). Ellenérizzik a levalast mikroszkdp alatt,
és ha sziikséges, 6vatosan kopogtassuk meg az edényt a sejtek kiszabaditasdhoz. A levalas utan adjunk hozza
teljes tapfolyadékot a tripszin/EDTA inaktivalasahoz, dvatosan szuszpendaljuk Ujra a sejteket, és a
sejtszuszpenzié egy aliquotajat helyezziik at egy Uj, friss tapfolyadékot tartalmazé tenyésztéedénybe. Helyezze
azedényt37°C-raés S%COZ—ra beéllitott inkubatorba, és 2-3 naponta cserélje a tapfolyadékot.
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Seeding 1-3x 10% sejt/cm?

density

Fluid renewal Az elsé folyadékpdtlas 24 6ra elteltével, majd 2-3 naponta.

Freeze Krioprezervald kozegként 80% FBS + 10% alapkozeget + 10% DMSO-t hasznalunk az életképesség
medium fenntartasahoz, vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam: 800100) a kivalo krioprotekcié érdekében, amely

megakadalyozza a nem kivant differencialodast, mikozben megdrzi a pluripotenciat.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids tUiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig dvatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4, Az bsszes tovabbi lépést steril korlilmények kozott, aramlasos elszivéban végezziik el, és nyitas eltt
fertStlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolt, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobahdmérsékletli taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazé feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Ujra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenzidt két T25-6s tenyésztblombik kdzott; szuszpenzids kultirak esetében az dsszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatés és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra

protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%(:02’ parasitott légkor.
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Flask Coating
A felolvasztas utdni optimalis kotddés és életképesség érdekében kollagénnel bevont lombikok vagy lemezek
hasznaélatat javasoljuk.

Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfelels tarolohelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

Storage

Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, kortilbelul -150 és -196 °C

kozotti hdmérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel el6tt.

Minéségellendrzés [ Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi médszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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