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A fiatal donoroktdl szarmazé emberi bérfibroblasztok olyan els6dleges mezenchimalis sejtek, amelyeket fiatal
egyének bérébdl izolaltak. Ezek a sejtek a fibroblasztokra jellemzd, jellegzetes orsé alaki morfologiaval és erds
szaporodasi képességgel rendelkeznek, és dltalaban magasabb névekedési sebességgel és hosszabb replikacios
élettartammal birnak, mint a feln6ttekbdl nyert tarsaik. A fiatal bérfibroblasztok aktivan szintetizaljak és
atalakitjak az extracellularis matrix komponenseit, beleértve az I. és Il1. tipusu kollagént, a fibronektint és a
proteoglikanokat, ami tikrozi kritikus szerepiiket a bér fejlédésében, szerkezeti fenntartasaban és a
sebgydgyulasban.

Afiatal fibroblasztokat gyakran alacsonyabb szintii 6regedéssel kapcsolatos markerek és csokkent alapvonali
gyulladdsos mediatorok expresszioja jellemzi, ami kiilonosen alkalmassa teszi Gket a szGvetregeneraciora, a
fibrézisra és a fejlédésbioldgiara 6sszpontositd tanulmanyokhoz. Mechanikai és biokémiai ingerekre vald
reagaloképességiik miatt értékes in vitro modellként szolgalnak a bér atalakitasanak és a sejt-matrix
kolcsénhatasoknak a vizsgalatahoz.

Az emberi fiatal bérfibroblasztokat széles korben hasznaljak olyan kutatasi teriileteken, mint a sebgyogyulas, a
regenerativ orvoslas és a kozmetikai tudomany. Magas proliferacios potencialjuk és aktiv extracellularis
matrixtermelésiik miatt hatékony modellként szolgalnak a bioldgiai anyagok, a gyogyszerreakciok és az
Oregedésgatlo stratégiak értékeléséhez. Ugyanakkor, mint els6dleges sejtek, megtartjak a donortdl fliggé
variabilitast, és tenyészetben véges élettartammal rendelkeznek, ami gondos kisérleti tervezést és korai
passzazs hasznalatat teszi sziikségessé a reprodukalhaté eredmények érdekében.
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Pozitiv: CD73/CD90/CD105 Negativ: CD14/CD34/CD45/HLA-DR

Nem

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

CTIGM.Fibro: Fibroblasztok tenyészté taptalaja

A taptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel, 2 ng/mL hr-bFGF-fel, 2 mM stabil L-glutaminnal

Trypsin-EDTA

Rutinszer( adherens sejtkultirahoz: Szivja le a régi taptalajt az adherens sejtekrél, és mossa le 6ket PBS-szel a
maradék taptalaj eltavolitasa érdekében. A PBS leszivasa utan adjunk hozza a tenyésztéedény méretének
megfelel6 mennyiség(i tripszin/EDTA-oldatot (pl. 1 ml T25 lombikhoz, 3 ml T75 lombikhoz), és inkubaljuk
szobahémérsékleten vagy 37°C-on, amig a sejtek levalnak (5-10 perc). Ellenérizziik a levalast mikroszkép alatt,
és ha sziikséges, dvatosan kopogtassuk meg az edényt a sejtek kiszabaditasdhoz. A levalas utan adjunk hozza
teljes tapfolyadékot a tripszin/EDTA inaktivalasahoz, dvatosan szuszpendaljuk Ujra a sejteket, és a
sejtszuszpenzid egy aliquotajat helyezziik at egy Uj, friss tapfolyadékot tartalmazé tenyésztéedénybe. Helyezze
az edényt 37 °C-ra és 5%(:02-ra beallitott inkubatorba, és 2-3 naponta cserélje a tapfolyadékot.

1-3*103 sejt/cm?

hetente 2-3 alkalommal
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Freeze Krioprezervalé taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids Uiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig dvatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertétlenitstik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolt, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletli taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenzidt két T25-6s tenyésztblombik kdzott; szuszpenzids kultirdk esetében az dsszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatés és ndvekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%(:02’ parasitott légkor.

Flask Coating
A felolvasztas utani optimalis kotdés és életképesség érdekében kollagénnel bevont lombikok vagy lemezek

hasznalatat javasoljuk.
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Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfelels tarolohelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze 4t az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

Storage

Conditions Hosszd tavd tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, koriilbelul -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe valo atvitel elétt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés

Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellenérzésnek vetik ala.
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