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Ludské mezenchymové kmeriové bunky (hMSC) pochadzajice z tukového tkaniva si multipotentné stromalne
bunky schopné diferenciacie do réznych bunkovych linii, vratane adipocytov, osteoblastov a chondrocytov.
Tieto bunky s izolované zo stromalnej vaskularnej frakcie tukového tkaniva, ktoré je v porovnani s inymi
tkanivami bohatym zdrojom mezenchymovych kmeriovych buniek. Adipézou odvodené hMSC s vo vyskume
obzvlast cenené kvoli ich dostupnosti, lahkej izolacii a vy$siemu vytazku, ¢o z nich robi kli¢ovy néstroj pre
stadie v regenerativnej medicine, tkanivovom inZinierstve a bunkovej terapii.

hMSC st samoodnovitelné multipotentné bunky, ktoré mézu byt nasmerované na diferenciaciu do Sirokej Skaly
buniek in vitro. Priama diferencicia tychto buniek na adipocyty, osteoblasty a chondrocyty bola dobre
zdokumentovana pomocou Specifickych diferenciacnych médii. hMSC v ranom $tadiu pasaze su
kryokonzervované pomocou Specializovaného kryomédia, ¢im sa zabezpecuje, Ze Zivotaschopnost po
rozmrazeni je udrZzovana na minimalne 92 % az 95 %, ¢o potvrdzuje test vylicenia farbivom Trypan Blue. Kazda
kryovialka obsahuje 1 x 108 buniek, ktoré boli odobraté od zdravych darcov, ktori poskytli informovany suhlas s
darovanim bunkového materialu.

hMSC derivované z tukového tkaniva vykazuju silni schopnost sebaregeneracie a mézu byt rozsiahlo
expandované in vitro bez straty diferenciacie. Tieto bunky prechadzaju prisnymi testami kontroly kvality, aby
bola zabezpecena ich identifikacia, Cistota, potencia, Zivotaschopnost a vhodnost pre zamyslané in vitro
vyskumné aplikacie. Vzhladom na svoju multipotentnost, imunomodulac¢né Gcinky a parakrinné signalne
schopnosti sa hMSC derivované z tukového tkaniva Siroko pouZivaju v réznych vyskumnych aplikaciach, vratane
skriningu liekov, modelovania chor6b a pochopenia mechanizmov, ktoré st zakladom diferenciacie kmenovych
buniek. Je viak doleZité poznamenat, Ze tieto bunky nie st uréené na terapeutické alebo in vivo aplikacie.

To, ¢o odlisuje hMSC derivované z tukového tkaniva od hMSC derivovanych z inych tkaniv, ako je kostna dren
alebo pupocnik, je ich vyssia rychlost proliferacie a vacsia schopnost adipogénnej diferenciacie. Tieto bunky
vykazuju aj vyraznejsi imunomodulaény Gcinok, Ciastoéne vdaka svojmu jedinec¢nému profilu sekrétu, ktory
zahrna vysSiu expresiu cytokinov a rastovych faktorov podielajticich sa na protizapalovych reakciach. Okrem
toho st hMSC derivované z tukového tkaniva lahSie dostupné a na ich izolaciu st potrebné menej invazivne
postupy v porovnani s hMSC derivovanymi z kostnej drene, ¢o z nich robi preferovant volbu pre mnohych
vyskumnikov. Vdaka svojim vynimoénym charakteristikam st hMSC derivované z tukového tkaniva obzvlast
vhodné pre Stidie zamerané na metabolické poruchy, imunoregulaciu a regenerativnu medicinu.

Ludské
Tukové tkanivo

Testovanie liekov, regenerativna medicina, vyskum choréb

Prosim, opytajte sa

Prosim, opytajte sa
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Ethnicity

Morphology

Cell type

Growth
properties

R4

Kaukazsky

Dobre rozlozena vretenovitd morfoldgia podobna fibroblastom aspori v rdmci 5 pasazi. Menej ako 2 % buniek
vykazuje spontannu morfoldgiu podobnd myofibroblastom v ramci kazdej pasaze.

Kmeriové bunky

Adherent

Regulacné udaje

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

Ludské mezenchymové kmeriové bunky, tukové tkanivo (katalégové ¢islo Cytion 300645)

1

9606
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Komplexny panel markerov vratane CD73/CD90/CD105 (pozitivne) a CD14/CD34/CD45/HLA-DR (negativne) sa
pouZiva pri analyze prietokovou cytometriou na identifikaciu kultivovanych MSC (P2-P3) pred kryokonzervaciou.
Tieto markery odporuca vybor ISCT MSC.

Darca je negativny na HBV (PCR), Treponema pallidum (PCR) a HIV-1/2 (IFA). Bunky st negativne na HBV, HCV,
HSV1, HSV2, CMV, EBV, HHV6, Toxoplasma gondii, Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma
urealyticum a Ureaplasma parvum.

Alpha MEM, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w/o: Ribonukleozidy, w/o: Deoxyribonukleozidy, w: 1,0 mM Pyruvat
sodny, w: 2,2 g/l NaHCO3

Doplrite médium o 10 % FBS, 2 ng/ml bFGF

Trypsin-EDTA
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Subculturing Na bezné adherentné bunkové kultdry: Odstrarite staré kultivané 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 nadoby (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 Cast bunkovej suspenzie preneste do novej kultivacnej
nadoby obsahujlcej ¢erstvé médium. Nadobu umiestnite do inkubatora nastaveného na37°Cs5 %c0p 2
médium vymienajte kazdé 2 - 3 dni.

Seeding 1a73x10% buniek /2

density

Fluid renewal Prva obnova tekutin po 24 hodinéch, potom kazdé 2 az 3 dni.

Freeze Ako kryoprezervaéné médium pouzivame 80 % FBS + 10 % bazalneho média + 10 % DMSO na udrzanie

medium Zivotaschopnosti alebo CM-1 (katalégové Cislo Cytion 800100) na lepsiu kryoprotekciu, ktora zabraruje

neziaducej diferenciacii a zaroven zachovava pluripotenciu.

Thawing and

Culturing Cells D . . . y .
g 1. Overte si, Ze injekénd liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazend, 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¢n( 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 dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 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
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého 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 Gcinnd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrZiavanie bunkovej linie, ¢im sa

zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.
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Incubation

Atmosphere 37°C,5 %coz’ zvlhéena atmosféra.

Flask Coating Ziadne

Freezing

Procedure 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.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujl na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozZstvom 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 uchovévanie umiestnite injek¢né 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 vylu¢uje pomocou testov zaloZenych na PCR a metéd detekcie mykoplaziem
zaloZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpe(ilo, Ze nedoSlo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizuélne kontrolujd.
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