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Lidské kozni fibroblasty, dospélé (HDF-Ad), jsou primarni buriky izolované z vrstvy dermis dospélé lidské kiize.
Tyto buriky hraji kli¢ovou roli ve fyziologii kiiZe, protoZe jsou zodpovédné za produkci sloZek extracelularni
matrix, véetné kolagenu a elastinu, které jsou nezbytné pro udrzeni struktury a funkce kize. Buriky HDF-Ad jsou
Casto vyuzivany ve vyzkumu souvisejicim s hojenim ran, starnutim a tkafovym inZenyrstvim vzhledem k jejich
vyznamné roli v procesech opravy a regenerace kize. Kromé toho slouzi jako dulezity model pro studium
chovani fibroblastl u rlznych dermatologickych stavii a onemocnéni.

Buriky HDF-Ad jsou vysoce citlivé na vnéjsi podnéty, coz z nich ¢ini cenny nastroj pro zkoumani bunécnych
reakci na riizné faktory prostredi, jako je UV zareni, oxida¢ni stres a riizné farmaceutické slouceniny. Jejich
schopnost proliferace a produkce zakladnich proteint za kontrolovanych podminek je rovnéz ¢ini vhodnymi pro
studie v oblasti vyvoje léCiv, zejména v kontextu testovani kozni toxicity a G¢innosti. Tyto buriky si zachovavaji
mnoho fyziologickych charakteristik své ptivodni tkané, a poskytuji tak vhodny model pro studie in vitro
zamérené na pochopeni biologie kiize na molekularni a bunécné trovni.
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Protein
expression
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Pozitivni: CD73/CD90/CD105 Negativni: CD14/CD34/CD45/HLA-DR
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Viruses
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Culture
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Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Negativni pro: HIV-1/2, HBV, HCV, HSV1/2, CMV, EBV, HHV6, Treponema pallidum, Toxoplasma gondii, Chlamydia
trachomatis, Ureaplasma urealyticum, Ureoplasma parvum

MEM, bez ribonukleosidi, bez deoxyribonukleosidll (Tento produkt nedodavame; zvazte prosim jiné dodavatele.
Pokud potrebujete dalsi pomoc, dejte ndm prosim védét)

Doplrite médium 10% FBS, 2 ng/ml hr-bFGF, 2 mM stabilniho L-glutaminu

Trypsin-EDTA

Pro bézné kultivace adherentnich bunék: Z adherentnich bunék odsadte staré kultiva¢ni médium a promyjte je
PBS, abyste odstranili veskeré zbyvajici médium. Po odsati PBS pridejte odpovidajici objem roztoku
trypsinu/EDTA podle velikosti kultivacni nadoby (napf. 1 ml pro bariku T25, 3 ml pro bariku T75) a inkubujte pfi
pokojové teploté nebo 37 °C, dokud se buriky neoddéli (5-10 minut). Oddélovani sledujte pod mikroskopem a v
pfipadé potreby jemné poklepejte na nadobu, aby se buriky uvolnily. Po oddéleni pridejte kompletni médium k
inaktivaci trypsinu/EDTA, jemné buriky resuspendujte a alikvotni ¢ast bunééné suspenze preneste do nové
kultivacni nddoby obsahujici ¢erstvé médium. Umistéte nadobu do inkubatoru nastaveného na 37°Cs 5 %o
kazdé 2 az 3 dny vymérite médium.

Za

1 a7 3*103 bunék/cm?

2 az 3krat tydné

Freeze Jako kryokonzervacni médium pouzivame 90 % FBS + 10 % DMSO pro udrZeni Zivotaschopnosti nebo CM-1

medium (katalogové ¢islo 800100 spolecnosti Cytion), které obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické
stabilizatory pro zlepseni regenerace a sniZzeni stresu vyvolaného kryokonzerva¢nim procesem.
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Thawing and

rin vo s . . L . . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmrazend, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.

Shipping
Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pri -80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testl zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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