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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Applications

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Morphology

Cell type

Ludské mezenchymové kmeriové bunky (hMSC) odvodené z amnionu majud niekolko charakteristickych
vlastnosti, ktoré ich odlisuju od MSC odvodenych z inych tkaniv, ako je kostna dren, tukové tkanivo a pupocnik.
Jednou z najvyznamnejSich odli$nosti je ich pdvod z amnionu, membrany placenty, ktora im prepoziciava
jedinecné biologické vlastnosti. Na rozdiel od MSC z dospelych tkaniv st amnionové hMSC primitivnejSie a
vykazuju vyssiu proliferaénu kapacitu, ¢o umozriuje ich dlhSiu expanziu v kultire bez vyraznej straty
diferenciacného potencialu alebo kmenovitosti. Tato vysoka proliferacna schopnost je obzvlast vyhodna pre
aplikacie vyzadujlce velké mnoZstva buniek, ako je napriklad tkanivové inZinierstvo a regenerativna medicina.

Dal3i klucovy rozdiel spociva vimunomodulaénych vlastnostiach amnionovych hMSC. Tieto bunky vykazuji
zvy$ené imunosupresivne schopnosti v porovnani s MSC z inych zdrojov, vdaka ¢omu st velmi G¢inné pri
modulacii imunitnych reakcii. Tato vlastnost je obzvlast uzitoéna vo vyskume zameranom na zapalové
ochorenia, autoimunitné stavy a ochorenie Stepu proti hostitelovi (GVHD). Amnionové hMSC tieZ vylucuju
odlisny profil bioaktivnych molekul vratane protizapalovych cytokinov a rastovych faktorov, ktoré prispievaju k
ich vynikajlcej schopnosti podporovat obnovu tkaniv a znizovat zapal v réznych modeloch in vitro.

Okrem toho st amnionové hMSC zndme svojou nizSou imunogenicitou v porovnani s MSC odvodenymi z inych
tkaniv. Tento zniZeny potencial vyvolavat imunitni odpoved ich robi obzvlast vhodnymi na alogénne aplikacie a
systémy spolo¢nych kultir, kde sa Studuju interakcie medzi réznymi typmi buniek bez komplikdcii imunitného
odmietnutia. Okrem toho amnionové hMSC pochadzaju z etického hladiska z placentarneho tkaniva zdravych
darcov, ¢im sa eliminuju etické problémy spojené s MSC ziskanymi invazivnej$imi postupmi, ako je napriklad
aspiracia kostnej drene. Tieto vlastnosti spolo¢ne robia zamnionovych hMSC jedinecny a v3estranny nastroj pre
Siroku $kalu aplikacii v biomedicinskom vyskume.

Ludské

Amnion

Testovanie liekov, regenerativna medicina, vyskum choréb

Prosim, opytajte sa

Prosim, opytajte sa

Kaukazsky

Dobre rozloZena vretenovitd morfoldgia podobna fibroblastom aspon v rdmci 5 pasazi. Menej ako 2 % buniek
vykazuje spontannu morfoldgiu podobnl myofibroblastom v ramci kazdej pasaze.

Kmeriové bunky
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Biosafety level
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Ludské mezenchymové kmeriové bunky, amnion (katalégové Cislo Cytion 300644)

1

9606

Biomolekularne udaje

Antigen Komplexny panel markerov vratane CD73/CD90/CD105 (pozitivne) a CD14/CD34/CD45/HLA-DR (negativne) sa

expression pouZiva pri analyze prietokovou cytometriou na identifikaciu kultivovanych MSC (P2-P3) pred kryokonzervaciou.
Tieto markery odporuca vybor ISCT MSC.

Viruses Darca je negativny na HBV (PCR), Treponema pallidum (PCR) a HIV-1/2 (IFA). Bunky st negativne na HBV, HCV,
HSV1, HSV2, CMV, EBV, HHV6, Toxoplasma gondii, Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma
urealyticum a Ureaplasma parvum.

Spracovanie

Culture Alpha MEM, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w/o: Ribonukleozidy, w/o: Deoxyribonukleozidy, 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

Subculturing Na beZné adherentné bunkové kultdry: Odstranite staré kultivaéné médium z adherentnych buniek a premyte ich
PBS, aby ste odstranili zvy$né médium. Po odsati PBS pridajte prislusny objem roztoku trypsinu/EDTA podla
velkosti kultivaénej nadoby (napr. 1 ml pre banku T25, 3 ml pre banku T75) a inkubujte pri izbovej teplote alebo
37 °C, kym sa bunky neoddelia (5 - 10 minUt). Oddelovanie sledujte pod mikroskopom a v pripade potreby jemne
poklepte na nadobu, aby sa bunky uvolnili. Po oddeleni pridajte kompletné médium na inaktivaciu
trypsinu/EDTA, jemne resuspendujte bunky a alikvotnu Cast bunkovej suspenzie preneste do novej kultivacnej
nadoby obsahujlcej ¢erstvé médium. Nadobu umiestnite do inkubatora nastaveného na 37°Cs 5 %cg, 2
médium vymieriajte kazdé 2 - 3 dni.

Seeding 1a73x10% Puniek/cy2

density
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Fluid renewal Prvé4 obnova tekutin po 24 hodinach, potom kazdé 2 aZ 3 dni.
Freeze Ako kryoprezervaéné médium pouzivame 80 % FBS + 10 % bazalneho média + 10 % DMSO na udrzanie
medium Zivotaschopnosti alebo CM-1 (katalégové Cislo Cytion 800100) na lepsiu kryoprotekciu, ktora zabraruje

neziaducej diferenciacii a zaroven zachovava pluripotenciu.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuji na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okam?zita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injek¢nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. Vsetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujdci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml ¢erstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrzity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optiméalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouzivat banky alebo

platne s kolagénom.
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Freezing

Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizuélne kontrolujd.
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