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Vseobecné informacie

Description
Ludské dermalne fibroblasty pochadzajlice od mladistvych darcov predstavuju primarne mezenchymové bunky
izolované z dermis mladych jedincov. Tieto bunky vykazuju charakteristickd vretenovitd morfologiu a silnt
proliferativnu schopnost typicku pre fibroblasty, pricom v porovnani's ich dospelymi naprotivkami majd vo
vSeobecnosti vyssiu rychlost rastu a dlhsiu replikaénu Zivotnost. Mladé dermalne fibroblasty aktivne syntetizuju
a remodeluju zlozky extracelularnej matice, vratane kolagénu typu | a lll, fibronektinu a proteoglykanov, ¢o
odzrkadluje ich kluc¢ovd ulohu vo vyvoji koze, udrziavani jej Struktdry a hojeni ran.
Juvenilné fibroblasty sa ¢asto vyznacuji niz$imi hladinami markerov spojenych so senescenciou a znizenou
zakladnou expresiou zapalovych mediatorov, ¢o ich robi obzvlast vhodnymi pre Stdie zamerané na regeneraciu
tkaniv, fibrozu a vyvojovu bioldgiu. Ich citlivost na mechanické a biochemické podnety z nich tiez robi cenny in
vitro model na skimanie dermalnej prestavby a interakcii medzi bunkami a matricou.
Ludské juvenilné dermalne fibroblasty sa Siroko pouzivajd vo vyskumnych oblastiach, ako je hojenie ran,
regenerativna medicina a kozmeticka veda. Vdaka svojmu vysokému proliferacnému potencialu a aktivnej
produkcii extracelularnej matice slizia ako ic¢inny model na hodnotenie biomaterialov, reakcii na lieky a
stratégii proti starnutiu. Ako primarne bunky si vSak zachovavaju variabilitu zavislti od darcu a maji obmedzend
Zivotnost v kultire, ¢o si vyZaduje starostlivé navrhnutie experimentu a pouZitie ranych pasazi pre
reprodukovatelné vysledky.

Organism Ludské

Tissue Koza

Charakteristika

Age 1-17 rokov

Gender Pohlavie ne3pecifikované

Ethnicity Nespecifikované

Morphology Bipolarne, refraktilné a vretenovité

Cell type Kozny fibroblast

Growth Adherent

properties

¢, &

Regulacné udaje
Citation Dermalne fibroblasty z ludskych tkaniv mladych jedincov (katalégové Cislo Cition 300691)
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Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

Biomolekularne udaje

Protein Pozitivne: CD73/CD90/CD105 Negativne: CD14/CD34/CD45/HLA-DR

expression

Tumorigenic Nie

Viruses Negativne pre: HIV-1/2, HBV, HCV, HSV1/2, CMV, EBV, HHV6, Treponema pallidum, Toxoplasma gondii,

Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum, Ureoplasma parvum

Spracovanie

Culture CTIGM.Fibro: Rastové médium pre fibroblasty

Medium

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

Dissociation Trypsin-EDTA

Reagent

Subculturing Na bezné adherentné bunkové kultdry: Odstrarite staré kultivaéné médium z adherentnych buniek a premyte ich
PBS, aby ste odstranili zvysné médium. Po odsati PBS pridajte prisluSny objem roztoku trypsinu/EDTA podla
velkosti kultivaénej nddoby (napr. 1 ml pre banku T25, 3 ml pre banku T75) a inkubujte pri izbovej teplote alebo
37 °C, kym sa bunky neoddelia (5 - 10 minUt). Oddelovanie sledujte pod mikroskopom a v pripade potreby jemne
poklepte na nadobu, aby sa bunky uvolnili. Po oddeleni pridajte kompletné médium na inaktivaciu
trypsinu/EDTA, jemne resuspendujte bunky a alikvotnu ¢ast bunkovej suspenzie preneste do novej kultivacnej
nadoby obsahujlcej ¢erstvé médium. Nadobu umiestnite do inkubatora nastaveného na37°Cs5 %0y 2
médium vymieriajte kazdé 2 - 3 dni.

Seeding 1 a7 3*103 buniek/cm?

density

Fluid renewal 2 a7 3-krat tyZdenne

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouZzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

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

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality a molekularna analyza

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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