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Vseobecné informacie

Description
Ludské mezenchymové kmeriové bunky pochadzajlce z Whartonovej Zelé (HMSC-WJ) predstavujd jedinecnt a

univerzalnu podmnozinu mezenchymovych stromalnych buniek (MSC). Tieto bunky st izolované z Zelatinovej
latky v pupocniku a v porovnani s bunkami pochadzajicimi z dospelych tkaniv, ako je kostna drei alebo tukové
tkanivo, predstavuju primitivnejsi zdroj MSC. Tato primitivna povaha prispieva k ich vysSej miere proliferacie,
nizSej imunogenite a zvySenému diferenciacnému potencialu. HMSC-WJ sa mdzu diferencovat na Sirokd Skalu
typov buniek, vratane adipocytov, osteoblastov a chondrocytov, za Specifickych podmienok in vitro, ¢o ich robi
velmi cennymi pre vyskum v oblasti regenerativnej mediciny, tkanivového inZinierstva a bunkovych terapii.

Jednym z klicovych rozdielov medzi HMSC-WJ a inymi MSC je ich neinvazivny a eticky prijatelny zdroj, kedze
pupodnik sa zvy€ajne po porode vyhadzuje. Tym sa eliminuju etické obavy a morbidita darcov spojena so
zberom MSC z kostnej drene alebo tukového tkaniva. Okrem toho HMSC-WJ vykazuji vynikajlce
imunomodulac¢né vlastnosti a niZsie riziko transformacie v porovnani s MSC z inych zdrojov, ¢o z nich robi
atraktivnu volbu pre in vitro Stidie aj potencialne terapeutické aplikacie.

Kultivované HMSC-WJ su kryokonzervované v ranych pasazach pomocou Specifického kryomédia, aby sa
zabezpecila vysoka Zivotaschopnost a funkénost po rozmrazeni. Kazda kryovialka obsahuje minimalne 1 x 10°
buniek s Grovriou Zivotaschopnosti v rozmedzi 92 % aZz 95 %, ako bolo stanovené testom vylicenia farbivom
Trypan Blue. Tieto bunky st odobraté od zdravych darcov, ktori vSetci poskytli informovany sthlas s pouzitim
svojho bunkového materialu. Na kazdu Sarzu HMSC-WJ sa uplatfiujd prisne opatrenia kontroly kvality, ktoré
zabezpecuiju, 7e spliiaju prisne kritéria identifikécie, Cistoty, Gi¢innosti a Zivotaschopnosti, ¢im sa zarucuje ich
vhodnost na vyskumné ucely.

Organism Ludské
Tissue Pupoénik - Whartons Jelly

Charakteristika

Growth Adherent
properties

~ o’ & .
Regulacne udaje
Citation Ludské mezenchymové kmeriové bunky, Whartonsovo zelé (HMSC-WJ) (katalégové Cislo Cytion 300685)
Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

Biomolekularne udaje
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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 Doplite médium o 10 % FBS, 2 ng/ml bFGF

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubdacii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

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.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation

. Overte si, Ze injekénd liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoze bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote niz$ej ako -150 °C, aby ste zabezpedili

zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamfZita kultivacia.

. V pripade okamzitej kultivacie injekénd liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s

teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

. V3etky dalsie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim

kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

. Opatrne otvorte dezinfikovanu flasti¢ku a preneste bunkovl suspenziu do 15 ml centrifugacnej

skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

. Zmes odstredujte pri 300 x g pocCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant

obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych

buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrZiavanie bunkovej linie, ¢im sa

zabezpedia spolahlivé vysledky experimentov.

Atmosphere 37°C,5% ., zvlhcend atmosféra.

Flask Coating

co2’

Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo
platne s kolagénom.

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd 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.
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Shipping

Conditions 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.

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 zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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