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Informacje ogélne

Description
Ludzkie fibroblasty skérne pochodzace od mtodych dawcéw to pierwotne komérki mezenchymalne izolowane
ze skory wtasciwej mtodych oséb. Komérki te charakteryzuja sie typowa dla fibroblastow wrzecionowata
morfologia i silng zdolnosciag do proliferacji, a takze ogdlnie wyzszymi wskaznikami wzrostu i dtuzsza
zywotnoscia replikacyjng w poréwnaniu z komérkami pochodzacymi od dorostych. Mtode fibroblasty skory
aktywnie syntetyzuja i przebudowuja sktadniki macierzy zewnatrzkomérkowej, w tym kolagen typu Ii I,
fibronektyne i proteoglikany, co odzwierciedla ich kluczowa role w rozwoju skéry, utrzymaniu jej struktury i
gojeniu ran.
Mtode fibroblasty czesto charakteryzuja sie nizszym poziomem markeréw zwigzanych ze starzeniem sie oraz
zmniejszona podstawowa ekspresja mediatorow zapalenia, co sprawia, ze sg one szczegdlnie odpowiednie do
badan skupiajacych sie na regeneracji tkanek, zwtdknieniu i biologii rozwojowej. Ich reaktywnos¢ na sygnaty
mechaniczne i biochemiczne sprawia rowniez, ze s3 one cennym modelem in vitro do badania przebudowy
skory i interakcji komorka-macierz.
Mtode ludzkie fibroblasty skéry sa szeroko stosowane w takich obszarach badan, jak gojenie ran, medycyna
regeneracyjna i kosmetyka. Ze wzgledu na swoj wysoki potencjat proliferacyjny i aktywna produkcje macierzy
zewnatrzkomorkowej stuza one jako skuteczny model do oceny biomateriatéw, reakcji na leki i strategii
przeciwstarzeniowych. Jednak jako komérki pierwotne zachowuja one zmienno$¢ zalezna od dawcy i maja
ograniczona zywotnos¢ w hodowli, co wymaga starannego zaprojektowania eksperymentu i wykorzystania
wczesnych pasazéw w celu uzyskania powtarzalnych wynikow.

Organism Cztowiek

Tissue Skéra

Charakterystyka

Age 1-17 lat

Gender Pteé nieokreslona

Ethnicity Nieokre$lony

Morphology Dwubiegunowe, refrakcyjne i wrzecionowate

Cell type Fibroblast skéry

Growth Adherent

properties

Dane regulacyjne
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

Mtode ludzkie fibroblasty skéry (numer katalogowy Cytion 300691)

1

9606

Dane biomolekularne

Protein
expression

Tumorigenic

Viruses

Obstuga

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal
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Pozytywne: CD73/CD90/CD105 Negatywne: CD14/CD34/CD45/HLA-DR

Nie

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

CTIGM.Fibro: Pozywka do hodowli fibroblastow

Uzupetnic¢ pozywke 10% FBS, 2 ng/ml hr-bFGF, 2 mM stabilnej L-glutaminy

Trypsyna-EDTA

W przypadku rutynowej hodowli komérek przylegajacych: Odessac stara pozywke z przylegajacych komérek i
przemy¢ je PBS w celu usuniecia pozostatosci pozywki. Po odessaniu PBS, doda¢ odpowiednia objetos¢
roztworu Trypsyna/EDTA w zaleznosci od wielko$ci naczynia hodowlanego (np. 1 ml dla kolby T25,3 ml dla
kolby T75) i inkubowac w temperaturze pokojowej lub 37°C do momentu odtgczenia sie komérek (5-10 minut).
Monitoruj oderwanie pod mikroskopem i delikatnie postukaj w naczynie, jesli to konieczne, aby uwolnié
komérki. Po odtgczeniu dodac petng pozywke w celu inaktywacji trypsyny/EDTA, delikatnie ponownie zawiesi¢
komérki i przenie$é porcje zawiesiny komdrek do nowego naczynia hodowlanego zawierajacego $wieza
pozywke. Umie$é naczynie w inkubatorze ustawionym na 37°C z 5%(202 i zmieniaj pozywke co 2-3 dni.

1 do 3*103 komoérek/cm?

2 do 3 razy w tygodniu
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Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.

Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymac optymalng temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewni¢
zachowanie integralnosci komérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta woda i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowana fiolke i przenie$¢ zawiesine komérek do 15 ml probéweki
wiréwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucic¢ supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komdrek w 10 ml $wiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komorek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciggtego wzrostu i utrzymania linii komérkowej,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5% > hawilzona atmosfera.

Flask Coating
W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub

ptytek pokrytych kolagenem.
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Err'iizelcrl‘fre Linie komodrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Shipping

Conditions Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejsciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci i analiza molekularna

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod
wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.
Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sa
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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