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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Charakteristika

Morphology

Growth
properties

¢, &

Ludské fibroblastové bunky predkozky (HFFC) pochadzaju z fibroblastového tkaniva mladistvej predkozky. Tieto
bunky st nevyhnutnym nastrojom pri Stadiu ludskej bioldgie, najma pri vyskume zameranom na hojenie ran,
bioldgiu kozZe a bunkové starnutie. Fibroblasty hraju kli¢ovd Glohu v syntéze extracelularnej matice a kolagénu,
ktoré st dolezitymi zlozkami spojivového tkaniva. HFFC sa Casto vyuZivaji v experimentoch zameranych na
skimanie mechanizmov vyvoja koZe, remodelacie koZe a bunkovych reakcii na rézne rastové faktory a cytokiny.

HFFC sa vyznacuju svojou vretenovitou morfologiou a schopnostou rychlo sa mnoZit in vitro, vdaka ¢omu s
vhodné pre rozne experimentalne aplikacie, vratane tkanivového inZinierstva, regenerativnej mediciny a
skriningu liekov. Tieto bunky st tiez cenné v Studiach skimajicich vplyv UV Ziarenia na kozné bunky,
patofyzioldgiu fibrotickych ochoreni a proces starnutia koze. Vzhladom na svoj neonatalny pévod je menej
pravdepodobné, Ze HFFC akumulovali mutacie v porovnani s dospelymi fibroblastami, ¢o z nich robi idealny
model na stadium primarnych bunkovych funkcii.
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Regulacne udaje

Citation

NCBI_TaxID

Bunky ludského predkozkového fibroblastu (HFFC) (katalogové Cislo Cytion 300715)

9606

Biomolekularne udaje

Spracovanie
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu sodného,
Medium w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)
Supplements Dopliite médium o 10 % FBS, 10 ng/ml bFGF, 10 mikrogramov/l inzulinu
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Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky

T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Uplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minUt, aby sa
oddelili. Po inkubdacii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame 90 % FBS + 10 % DMSO na udrZanie Zivotaschopnosti alebo CM-1
medium (kataldgové ¢islo 800100 spoloénosti Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické
stabilizatory na zlepSenie regeneracie a zniZenie stresu spdsobeného kryo.

Thawing and

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

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamfZite 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
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

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

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skiimavky obsahujicej 8 ml kultivaéného 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
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml ¢erstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné 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

zabezpedia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation
o Eo - .
Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.
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Flask Coating Ziadne
Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

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

z::‘pdrzlt?fns Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym 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 / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zaloZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoSlo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontrolujd.
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