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Linia celulara iPSC-hDPSC reprezinta un model de ultima ora derivat din celule stem din pulpa dentara umana
(hDPSC). Aceste celule provin din tesutul pulpei dentare, unde sunt supuse unei digestii enzimatice pentru
izolarea fractiunii aderente. La atingerea unei confluente de 70-80%, celulele sunt subcultivate si crioconservate
la pasajul 1. Aceasta etapa fundamentala este esentiala pentru mentinerea integritatii celulare si asigurarea
viabilitatii celulelor stem pentru aplicatii viitoare.

Reprogramarea hDPSCs in celule stem pluripotente induse (iPSCs) reprezinta un progres semnificativ, realizat
prin intermediul unei tehnici de reprogramare episomala. Aceasta metoda utilizeaza vectori care incorporeaza
factorii Yamanaka-Oct-4, Sox-2 si Klf-4, alaturi de p53 Anti-sens, EBNA-1 si un marker de proteina fluorescenta
rosie. Abordarea episomala este deosebit de avantajoasa deoarece evita integrarea factorilor de reprogramare
in genom, pastrand astfel stabilitatea genetica a iPSC-urilor. Linia iPSC-hDPSC rezultata prezintd caracteristici
pluripotente, ceea ce o face un instrument valoros pentru cercetarea in medicina regenerativa, modelarea
bolilor si descoperirea de medicamente.

Om

Al treilea molar

Donator normal

Modelarea bolilor, descoperirea medicamentelor si testarea toxicitatii, medicina regenerativd, cercetarea
genetica, studii de biologie a dezvoltarii

Caucazian

IPSC, colonii cu margini definite

Celule stem

Aderent

Date de reglementare

Citation

Biosafety level
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NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_B7DW

GMO Status

OMG-S1: Aceastd linie iPSC umana (iPSC-hDPSC) contine plasmide episomale care codifica OCT4, SOX2,
KLF4 si c-MYC, sprijinind reprogramarea celulelor stromale dentare. Constructiile sunt mentinute fara
secvente virale. Aceasta clasificare se aplica numai in Germania si poate diferi in alte tari.
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Pentru a imbunatati procesul de detasare si reinsamantare a celulelor, urmati acesti pasi:

. Indepartati mediul uzat si clatiti celulele cu PBS (f&r3 calciu si magneziu).

. Adaugati solutia de detasare si lasati-o sa actioneze conform instructiunilor producatorului.

Se adauga cu grija mediu proaspat celulelor.

. Se disociaza usor celulele pentru a asigura daune minime.

. Acoperiti cu vitronectina o placa de cultura proaspata cu 6 puturi si insamantati celulele disociate in
doua puturi pentru cultivare ulterioara.

a b» w N

Pentru a asigura o crestere celulara optima si o consistenta experimentald, se recomanda utilizarea unei
densitati de insdamantare de 5.000 pana la 10.000 de celule/cm? dupd ce celulele s-au adaptat la conditiile de
cultura.

Zilnic

Rapid
Ca mediu de crioconservare, folosim 80% FBS + 10% mediu bazal + 10% DMSO pentru a mentine viabilitatea sau

CM-1 (numar de catalog Cytion 800100) pentru o crioprotectie superioara, prevenind diferentierea nedorita si
pastrand in acelasi timp pluripotenta si integritatea celulara.
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Thawing and

Culturing Cells . . A . . . <
g 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata
carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curatd si un agent antimicrobian, agitdndu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 mica aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspendd usor peletul celular in 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%(302’ atmosfera umidificata.

Flask Coating Niciuna

Freezing

Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.

Shipping

Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.
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Storage
Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa Tntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

Controlul calitatii si analiza moleculara

Sterility
Contaminarea cu micoplasma este exclusa utilizdnd atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.
Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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