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Altalanos informaciok

Description
Az iPSC-hDPSC-sejtvonal a human fogaszati pulpa ssejtjeibél (hDPSC) szarmazé élvonalbeli modell. Ezek a
sejtek a fogdszati pulpasz6vetbdl szarmaznak, ahol enzimatikus emésztésen mennek keresztiil az adherens
frakcid izolalasa érdekében. A 70-80%-os konfluencia elérése utan a sejteket szubkultirazzak és 1. passzazsban
kriokonzervaljak. Ez az alapozd lépés kulcsfontossagu a sejtek integritasanak megérzésében és az Gssejtek
életképességének biztositasaban a késébbi alkalmazasokhoz.
A hDPSC-k indukalt pluripotens &ssejtekké (iPSC-k) torténd atprogramozasa jelentds elSrelépés, amelyet egy
epizomalis atprogramozasi technikaval értiink el. Ez a mddszer olyan vektorokat alkalmaz, amelyek a
Yamanaka-faktorokat - Oct-4, Sox-2 és KIf-4 - tartalmazzak a p53 Anti-sense, EBNA-1 és egy voros fluoreszcens
fehérje marker mellett. Az epizomalis megkozelités kiilonosen elényos, mivel elkerili az atprogramozo faktorok
beépliilését a genomba, igy megdrizve az iPSC-k genetikai stabilitasat. Az igy |étrejott iPSC-hDPSC vonal
pluripotens tulajdonsagokkal rendelkezik, igy értékes eszkoz a regenerativ gydgyaszat, a betegségmodellezés és
a gyogyszerkutatas terliletén végzett kutatasok szamara.

Organism Emberi

Tissue Harmadik zépfog

Disease Normal donor

Applications Betegségmodellezés, Gyogyszerkutatas és toxicitasvizsgalat, Regenerativ orvostudomany, Genetikai kutatas,
Fejlédésbioldgiai vizsgalatok

”
Jellemzok

Ethnicity Kaukazusi

Morphology IPSC, meghatarozott szél(i telepek

Cell type Ossejtek

Growth Adherent

properties

Szabalyozasi adatok

Citation iPSC-hDPSC (Cytion katalégusszam 300622)
Biosafety level 1
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NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_B7DW

GMO Status

GMO-S1: Ez a human iPSC vonal (iPSC-hDPSC) epizomalis plazmidokat tartalmaz, amelyek az OCT4-et,
SOX2-t, KLF4-et és c-MYC-et kodoljak, tdmogatva a fogaszati stromasejtek atprogramozasat. A
konstrukciokat virusos szekvenciak nélkiil tartjak fenn. Ez a besorolas csak Németorszagban érvényes,
mashol ettdl eltérhet.

Biomolekularis adatok

A kezelése

Culture
Medium

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

mTESR

ReLeSR

A sejtlevalasztas és az Gjbdli beiiltetés folyamatanak javitasa érdekében kdvesse az alabbi lépéseket:

1. Tavolitsuk el az elhasznalt tapfolyadékot, és 6blitsiik le a sejteket PBS-szel (kalcium és magnézium
nélkal).

. Adja hozza a levalaszté oldatot, és hagyja hatni a gyarté utasitasai szerint.

. Ovatosan adjon friss tapfolyadékot a sejtekhez.

. Ovatosan disszocialjuk a sejteket, hogy biztositsuk a minimalis karosodast.

. Vond be egy friss 6 lyuku tenyésztélemezt vitronektinnel, és a disszocialt sejteket tltesd be két lyukba a
tovabbi tenyésztéshez.

a b~ W N

Az optimalis sejtndvekedés és a kisérleti konzisztencia biztositasa érdekében ajanlott 5 000-10 000 sejt/cm?
vetési stir(iséget alkalmazni, miutan a sejtek alkalmazkodtak a tenyésztési koriilményekhez.

Fluid renewal Napi

Post-Thaw Gyors

Recovery

Freeze Krioprezervald kozegként 80% FBS + 10% alapkozeget + 10% DMSO-t hasznalunk az életképesség

medium fenntartasahoz, vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam: 800100) a kivalo krioprotekcio érdekében, amely
megakadalyozza a nem kivant differencialodast, mikozben megdrzi a pluripotenciat és a sejtek integritasat.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

. Ellendrizze, hogy az injekcios liveg a széllitaskor mélyh(itétt marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek

integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids liveget gy, hogy tiszta vizzel és

antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfliird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlk, amig egy kis jégcsomd nem marad.

. Az 6sszes tovabbi [épést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezzik el, és nyitas el6tt

fertétlenitsiik a kriofuilkét 70%-os etanollal.

. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t vatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15

ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék

fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a

szuszpenzi6t két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

. Asejtvonal folyamatos novekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultira

protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

or £ Aot Py
37°C, 5 /°C02’ parasitott légkor.

A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegend6 hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels taroldhelyre.

A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallit4s soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.
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Storage
Conditions Hosszd tavd tartdsitas céljabdl helyezze az livegeket gézfazisi folyékony nitrogénbe, kortilbelil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe val atvitel el6tt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés

Sterility
A mikoplazma-szennyez6dést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapd mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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