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Informatii generale

Description
Celulele stem mezenchimale umane derivate din amnios (hMSC) poseda mai multe caracteristici distinctive care

le diferentiaza de MSC derivate din alte tesuturi, precum maduva osoasa, tesutul adipos si cordonul ombilical.
Una dintre cele mai semnificative distinctii este originea lor din amnios, o membrana a placentei, care le confera
proprietati biologice unice. Spre deosebire de CSM provenite din tesuturi adulte, CSMh din amnios sunt mai
primitive si prezinta o capacitate proliferativa mai mare, permitand o expansiune extinsa in cultura fara
pierderea semnificativa a potentialului de diferentiere sau a caracterului stem. Aceasta capacitate proliferativa
ridicatd este deosebit de avantajoasa pentru aplicatiile care necesita cantitati mari de celule, cum ar fi ingineria
tesuturilor si medicina regenerativa.

0O alta diferenta esentiala consta Tn proprietatile imunomodulatoare ale hMSC din amnios. Aceste celule
demonstreaza capacitati imunosupresoare sporite in comparatie cu CSM din alte surse, ceea ce le face foarte
eficiente Tn modularea raspunsurilor imune. Aceasta proprietate este deosebit de utila Tn cercetarea axata pe
bolile inflamatorii, afectiunile autoimune si boala grefa contra gazda (GVHD). De asemenea, hMSC de amnios
secreta un profil distinct de molecule bioactive, inclusiv citokine antiinflamatorii si factori de crestere, care
contribuie la capacitatea lor superioara de a promova repararea tesuturilor si de a reduce inflamatia n diverse
modele in vitro.

Tn plus, hMSC-urile din amnios sunt cunoscute pentru imunogenitatea lor redusa in comparatie cu MSC-urile
derivate din alte tesuturi. Acest potential redus de a provoca un raspuns imun le face deosebit de potrivite
pentru aplicatii alogene si sisteme de co-cultivare, n care interactiunile dintre diferite tipuri de celule sunt
studiate fara complicatia respingerii imune. In plus, HMSC din amnios sunt obtinute in mod etic din tesutul
placentar al donatorilor sanatosi, elimindnd preocuparile etice asociate cu CSM obtinute prin proceduri mai
invazive, cum ar fi aspirarea maduvei osoase. impreund, aceste atribute fac din hMSC amnionice un instrument
unic si versatil pentru o gama larga de aplicatii de cercetare biomedicala.

Organism Om

Tissue Amnion

Applications Testarea medicamentelor, medicina regenerativa, cercetarea bolilor
Caracteristici

Age Va rugam sa intrebati

Gender V& rugdm sa intrebati

Ethnicity Caucazian

Morphology Morfologie fusiforma bine raspanditd, asemanatoare fibroblastelor pentru cel putin 5 pasaje. Mai putin de 2%
din celule prezinta morfologie spontana de tip miofibroblast in fiecare pasaj.
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Cell type Celule stem
Growth Aderent
properties

Date de reglementare

Citation Celule stem mezenchimale umane, Amnion (numar de catalog Cytion 300644)
Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606
Date biomoleculare

Antigen Un panou cuprinzator de markeri, inclusiv CD73/CD90/CD105 (pozitiv) si CD14/CD34/CD45/HLA-DR (negativ),
expression este utilizat n analiza citometrica in flux pentru a identifica CSM cultivate (P2-P3) Thainte de crioprezervare.
Acesti markeri sunt recomandati de comitetul ISCT MSC.

Viruses Donatorul este negativ pentru HBV (PCR), Treponema pallidum (PCR) si HIV-1/2 (IFA). Celulele sunt negative
pentru HBV, HCV, HSV1, HSV2, CMV, EBV, HHV6, Toxoplasma gondii, Treponema pallidum, Chlamydia
trachomatis, Ureaplasma urealyticum si Ureaplasma parvum.

Manipulare

Culture Alpha MEM, w: 2,0 mM Glutamina stabild, w/o: Ribonucleozide, w/o: Deoxiribonucleozide, w: 1,0 mM piruvat de

Medium sodiu, w: 2,2g/L NaHCO3

Supplements Suplimentati mediul cu 10% FBS, 2 ng/mL bFGF

Dissociation Tripsind-EDTA

Reagent

Subculturing Pentru cultura de rutina a celulelor aderente: Se aspira mediul de cultura vechi de pe celulele aderente si se
spala cu PBS pentru a elimina orice mediu ramas. Dupa aspirarea PBS, se adauga volumul corespunzator de
solutie de tripsind/EDTA In functie de dimensiunea vasului de cultura (de exemplu, 1 ml pentru un balon T25, 3
ml pentru un balon T75) si se incubeaza la temperatura camerei sau la 37°C pana cénd celulele se detaseaza (5-
10 minute). Monitorizati detasarea la microscop si, daca este necesar, bateti usor vasul pentru a elibera celulele.
Dupa detasare, se adauga mediu complet pentru a inactiva tripsina/EDTA, se resuspenda usor celulele si se
transfera o parte alicota din suspensia celulara intr-un nou vas de cultura care contine mediu proaspat. Se
plaseaza vasul intr-un incubator setat la 37 °C cu 5%Coz si se schimba mediul la fiecare 2-3 zile.
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Seeding 1 pana la3x10% cel'®/cm?

density

Fluid renewal Prima reinnoire a lichidului dup3 24 de ore, apoi la fiecare 2 sau 3 zile.

Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim 80% FBS + 10% mediu bazal + 10% DMSO pentru a mentine viabilitatea sau
medium CM-1 (Cytion numarul de catalog 800100) pentru o crioprotectie superioara, prevenind diferentierea nedorita si

pastrand pluripotenta.

Thawing and

Culturing Cells ) . . . . ) <
g 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata
carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curatd si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
o mica aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfecténd crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara ntr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspenda usor peletul celular in 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5% 00 atmosfera umidificata.

Flask Coating
Pentru atasare optima si viabilitate dupa decongelare, va recomandam sa utilizati flacoane sau placi acoperite
cu colagen.
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Freezing

Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toata durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.

Shipping

Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.

Storage

Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa Tntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul Tn azot lichid.

v

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA

Sterility
Contaminarea cu micoplasma este exclusa utilizdnd atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.
Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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