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Informacje ogélne

Description

Organism

Tissue

Ludzkie mezenchymalne komérki macierzyste pochodzace z galaretki Whartona (HMSC-WJ) stanowia
wyjatkowa i wszechstronng podgrupe mezenchymalnych komérek macierzystych (MSC). Komérki te sg
izolowane z galaretowatej substancji znajdujacej sie w pepowinie, stanowiac bardziej prymitywne zrédto MSC w
poréwnaniu z komdrkami pochodzacymi z tkanek dorostych, takich jak szpik kostny lub tkanka ttuszczowa. Ta
prymitywna natura przyczynia sie do ich wyzszych wskaznikdw proliferacji, nizszej immunogennosci i
zwiekszonego potencjatu réznicowania. Co wazne, HMSC-WJ moga roznicowac sie w wiele réznych typow
komérek, w tym adipocyty, osteoblasty i chondrocyty, w okreslonych warunkach in vitro, co czyni je bardzo
cennymi w badaniach nad medycyna regeneracyjna, inzynierig tkankowa i terapiami komérkowymi.

Jednym z kluczowych czynnikéw odrézniajagcych HMSC-WJ od innych MSC jest ich nieinwazyjne i etycznie
korzystne zrédto, poniewaz pepowina jest zazwyczaj wyrzucana po porodzie. Eliminuje to obawy etyczne i
zachorowalnos$¢ dawcdw zwigzane z pobieraniem MSC ze szpiku kostnego lub tkanki ttuszczowej. Ponadto
HMSC-WJ wykazuja lepsze wtasciwosci immunomodulujace i mniejsze ryzyko transformacji w poréwnaniu z
MSC pochodzacymi z innych zrédet, co czyni je atrakcyjng opcja zarowno do badan in vitro, jak i potencjalnych
zastosowan terapeutycznych.

Hodowane HMSC-WJ sa kriokonserwowane we wczesnych pasazach przy uzyciu specjalnego kriomedium, aby
zapewni¢ wysoka zywotnoé¢ i funkcjonalnoéé po rozmrozeniu. Kazda krioprobéwka zawiera co najmniej 1 x 10°
komérek, a poziom zywotnosci wynosi stale od 92% do 95%, zgodnie z wynikiem testu wykluczenia barwnikiem
Trypan Blue. Komorki te sa pobierane od zdrowych dawcéw, ktdrzy wyrazili Swiadoma zgode na wykorzystanie
swojego materiatu komérkowego. Kazda partia HMSC-WJ podlega rygorystycznej kontroli jakosci, ktora
gwarantuje, ze spetniaja one surowe kryteria identyfikacji, czystosci, mocy i zywotnosci, a tym samym sa
odpowiednie do celéw badawczych.
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Dane biomolekularne

Obstuga

Culture Alpha MEM, w: 2,0 mM stabilnej glutaminy, w/o: Rybonukleozydy, w/o: Deoksyrybonukleozydy, w: 1.0 mM

Medium Pirogronian sodu, w: 2.2g/L NaHCO3

Supplements Uzupetnié pozywke 10% FBS, 2 ng/ml bFGF

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Usun starg pozywke z przylegajacych komérek i przemyj je PBS, ktdry nie zawiera wapnia i magnezu. W
przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komérki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél komérkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesic, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komorki w $wiezej pozywce i przeniesc je do nowych kolb zawierajacych juz $wieza pozywke.

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy 80% FBS + 10% pozywki podstawowej + 10% DMSO w celu

medium utrzymania zywotnosci lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100) dla lepszej krioprotekcji, zapobiegajac
niepozadanemu réznicowaniu przy jednoczesnym zachowaniu pluripotencji.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenies¢ zawiesine komadrek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscig 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucié supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakgcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

Incubation

e =0 e
Atmosphere 37°C, 5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating
W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub

ptytek pokrytych kolagenem.

Freezing
Procedure Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych

opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pd'?lt?ogns Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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