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Informatii generale

Description

Organism

Tissue

Caracteristici

Growth
properties

Celulele stem mezenchimale umane derivate din gelatina Wharton (HMSC-WJ) reprezinta un subset unic si
versatil de celule stromale mezenchimale (MSC). Aceste celule sunt izolate din substanta gelatinoasa din
cordonul ombilical, oferind o sursa mai primitiva de MSC Tn comparatie cu cele derivate din tesuturi adulte, cum
ar fi maduva osoasa sau tesutul adipos. Aceastd natura primitiva contribuie la rate de proliferare mai mari,
imunogenitate mai sczut3 si potential de diferentiere imbunatatit. In mod remarcabil, HMSC-WJ se pot
diferentia intr-o mare varietate de tipuri de celule, inclusiv adipocite, osteoblaste si condrocite, in conditii
specifice in vitro, ceea ce le face extrem de valoroase pentru cercetarea in medicina regenerativa, ingineria
tesuturilor si terapiile celulare.

Unul dintre factorii cheie care diferentiaza HMSC-WJ de alte MSC este sursa lor neinvaziva si favorabila din punct
de vedere etic, deoarece cordonul ombilical este de obicei aruncat dupa nastere. Acest lucru elimina
preocuparile etice si morbiditatea donatorilor asociate cu recoltarea MSC din maduva osoasa sau tesutul
adipos. In plus, HMSC-WJ demonstreaza proprietti imunomodulatoare superioare si un risc mai mic de
transformare in comparatie cu MSC-urile din alte surse, ceea ce le face o optiune atractiva atat pentru studiile in
vitro, cat si pentru potentiale aplicatii terapeutice.

HMSC-WJ cultivate sunt crioconservate la pasaje timpurii folosind un criomedium specific pentru a asigura
viabilitate si functionalitate ridicate la decongelare. Fiecare criovial contine minimum 1 x 10° celule, cu niveluri
de viabilitate cuprinse constant intre 92% si 95%, determinate prin testul de excludere cu colorant Trypan Blue.
Aceste celule sunt colectate de la donatori sanatosi, care au dat cu totii consimtamantul informat pentru
utilizarea materialului lor celular. Masuri riguroase de control al calitatii sunt aplicate fiecarui lot de HMSC-WJ,
asigurandu-se ca acestea indeplinesc criterii stricte de identificare, puritate, potenta si viabilitate, garantand
astfel adecvarea lor pentru scopuri de cercetare.
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Manipulare

Culture Alpha MEM, w: 2,0 mM Glutamina stabila, 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 Accutase

Reagent

Subculturing Tndepartati mediul vechi de pe celulele aderente si sp3lati-le cu PBS care nu contine calciu si magneziu. Pentru
flacoanele T25, se utilizeaza 3-5 ml de PBS, iar pentru flacoanele T75, 5-10 ml. Apoi, se acopera celulele complet
cu Accutase, folosind 1-2 ml pentru flacoanele T25 si 2,5 ml pentru flacoanele T75. Lasati celulele la incubare la
temperatura camerei timp de 8-10 minute pentru a le detasa. Dupa incubare, amestecati usor celulele cu 10 ml
de mediu pentru a le resuspenda, apoi centrifugati la 300xg timp de 3 minute. Aruncati supernatantul,
resuspendati celulele Tn mediu proaspat si transferati-le in flacoane noi care contin deja mediu proaspat.

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.
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Thawing and
Culturing Cells . . A . . . <
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, agitdndu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 mica aglomerare de gheata.

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

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-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 celularin 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%c0y° atmosfera umidificata.

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

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 toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.
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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 toata durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.

Storage

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

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

-

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA

>

Sterility
Contaminarea cu micoplasmd este exclusa utilizand 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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