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Genel bilgi

Description
Koryon villuslarindan elde edilen insan mezenkimal kok hiicreleri (MSC'ler), adipositler, osteoblastlar ve

kondrositler dahil olmak lizere ¢ok sayida hiicre dizisine farklilasabilen, ¢cok yonlii bir multipotent stromal hiicre
popilasyonunu temsil eder. Bu hiicreler, anne-fetus arasindaki bilgi alisverisinde kritik bir rol oynayan
plasentanin bir pargasi olan koryon villuslarindan izole edilir. Koryon villuslari, hem fetal hem de maternal
dokulardan olusmasi bakimindan benzersizdir ve bu kaynaktan elde edilen MSC'lerin giiclii kendini yenileme ve
farklilasma yeteneklerine katkida bulunan kendine 6zgii bir mikro ortam saglar. Koryon villuslarindan elde
edilen MSC'ler, yetiskin dokulardan elde edilen MSC'lere kiyasla daha ilkel bir fenotip sergiler ve genellikle daha
yiiksek bir proliferasyon orani ve daha genis bir farklilasma potansiyeli gosterir. Bu 6zellikleri, onlari rejeneratif
tip, doku miihendisligi ve hastalik modelleme alanindaki arastirmalar icin 6zellikle degerli kilar.

Bu MSC'lerin, soy spesifik farklilasma ortaminda kiiltiirlendiginde adipositler, osteoblastlar ve kondrositlere
farklilastigi in vitro olarak titizlikle kanitlanmis olup, doku rejenerasyonu ve hastalik modelleme uygulamalari
icin potansiyellerini vurgulamaktadir. Bu hiicrelerin koryon villuslarindan gelen benzersiz kdkenleri, onlara
kemik iligi veya yag dokusu gibi diger kaynaklardan elde edilen MSC'lerden farkli olabilen spesifik
immiinomodulator 6zellikler kazandirir. Bu ayrim, bagisiklikla ilgili durumlara odaklanan veya allojenik hiicre
tedavileri gelistiren calismalar icin cok dnemlidir.

MSC'ler, ¢oziildiikten sonra canliliklarini ve islevselliklerini korumak icin 6zel bir kriyomediumda erken
pasajlarda kriyoprezervasyon islemine tabi tutulur. Her kriyovial, Trypan Blue boya dislama testi ile belirlenen
%92 ile %95 arasinda bir canlilik oranina sahip en az 1 x 10° hiicre icerir. Bu hiicreler, etik toplama
uygulamalarini garanti eden, bilgilendirilmis onam vermis saglikli dondrlerden elde edilir. Her parti, hiicre
tanimlama, saflik, potens ve canlilik icin kapsamli testler dahil olmak tizere siki kalite kontrol
degerlendirmelerinden gecer. Bu 6nlemler, kiiltiirlenmis MSC'lerin yiiksek kalitede ve terapotik veya in vivo
kullanim harig arastirma uygulamalari igin uygun oldugunu garanti eder.

Organism insan
Tissue Koryon Villuslari
Applications ilag testleri, rejeneratif tip, hastalik arastirmalari

Ozellikler

Age Litfen bilgi alin
Gender Liitfen bilgi alin
Ethnicity Kafkas

Morphology En az 5 pasaj boyunca iyi yayilmis ig seklinde, fibroblast benzeri morfoloji. Her pasajda %2'den az sayida hiicre
spontan miyofibroblast benzeri morfoloji sergiler.
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Cell type

Growth
properties

Kok hiicre

Yapistk

Diizenleyici Veriler

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

insan Mezenkimal K6k Hiicreleri, Koryon Villus (Cytion katalog numarasi 300646)

1

9606

Biyomolekiiler Veriler

Antigen CD73/CD90/CD105 (pozitif) ve CD14/CD34/CD45/HLA-DR (negatif) dahil olmak lizere kapsamli bir belirte¢ paneli,

expression kriyoprezervasyon oncesinde kiiltiire edilmis MSC'leri (P2-P3) tanimlamak igin akis sitometrisi analizinde
kullanilir. Bu belirtecler ISCT MSC komitesi tarafindan dnerilmektedir.

Viruses Dondr HBV (PCR), Treponema pallidum (PCR) ve HIV-1/2 (IFA) agisindan negatiftir. Hiicreler HBV, HCV, HSV1,
HSV2, CMV, EBV, HHV6, Toxoplasma gondii, Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma
urealyticum ve Ureaplasma parvum agisindan negatiftir.

Ellecleme

Culture Alfa MEM, w: 2.0 mM stabil Glutamin, w/o: Riboniikleozitler, w/o: Deoksiriboniikleozitler, w: 1.0 mM Sodyum

Medium piruvat, w: 2.2g/L NaHCO3

Supplements Ortami %10 FBS, 2 ng/mL bFGF ile takviye edin

Dissociation Tripsin-EDTA

Reagent

Subculturing Rutin yapisik hiicre kiiltiirii icin: Yapisik hiicrelerden eski kiiltiir ortamini aspire edin ve kalan ortami ¢cikarmak
icin PBS ile yikayin. PBS'yi aspire ettikten sonra kiiltiir kabi boyutuna gore uygun hacimde Tripsin/EDTA
soluisyonu ekleyin (6rn. T25 sisesi icin 1 ml, T75 sisesi icin 3 ml) ve hiicreler ayrilana kadar (5-10 dakika) oda
sicakliginda veya 37°C'de inkiibe edin. Mikroskop altinda ayrilmayi izleyin ve gerekirse hiicreleri serbest
birakmak icin kaba hafifce vurun. Hiicreler ayrildiktan sonra Tripsin/EDTA'y1 inaktive etmek i¢in tam ortam
ekleyin, hiicreleri nazikce yeniden siispanse edin ve hiicre slispansiyonunun bir alikotunu taze ortam igceren yeni
bir kultiir kabina aktarin. Kabi %5C02 ile 37°C'ye ayarlanmisg bir inkiibatére yerlestirin ve ortami 2-3 glinde bir
degistirin.
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Seeding Lila3x 10 htcre;cm?2

density

Fluid renewal ilk sivi yenilemesi 24 saat sonra, daha sonra her 2 ila 3 giinde bir.

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, canliligi korumak igin %80 FBS + %10 bazal ortam + %10 DMSO veya Uistiin
medium kriyoproteksiyon icin CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz ve pluripotensi korurken istenmeyen

farklilasmayi 6nlilyoruz.

Thawing and

Culturing Cells 1. Hiicreler tagsima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde génderildiginden,

flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinliglin korunmasini saglamak igin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltlirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme igin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldinp kiiciik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce calkalayarak hizlica ¢6ziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice acin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kdiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
suipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler icin,
stispansiyonu iki T25 kiiltlir sisesi arasinda boliin; stispansiyon kiiltlrleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
buytimesini tesvik etmek lzere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin stirekli biylimesi ve bakimr icin belirlenmis alt kiiltlr protokollerine uyun ve giivenilir

deneysel sonuglar elde edin.

Incubation
Atmosphere 37°C, %5 s nemlendirilmis atmosfer.

Flask Coating

Gozildukten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.
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Freezing

Procedure Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Shipping

Conditions Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Storage

Conditions Uzun sureli muhafaza icin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol / Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiiltiirleri glinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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