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Pieaugusa cilvéka adas fibroblasti (HDF-Ad) ir primaras Stinas, kas izolétas no pieaugusa cilvéka adas dermas
slana. Sim $0nam ir iz8kiro$a nozime adas fiziologija, jo tas ir atbildigas par ekstracelulara matriksa
komponentu, tostarp kolagéna un elastina, razoSanu, kas ir butiski svarigi adas struktiras un funkcijas
uzturéSanai. HDF-Ad Suinas bieZi izmanto pétijumos, kas saistiti ar bricu dziSanu, novecoSanu un audu
inZenieriju, nemot véra to nozimigo lomu adas atjaunoSanas un regeneracijas procesos. Turklat tas kalpo ka
svarigs modelis fibroblastu uzvedibas izpétei dazadu dermatologisku stavoklu un slimibu gadijuma.

HDF-Ad Stinas ir loti jutigas pret aréjiem stimuliem, padarot tas par vértigu lidzekli, lai pétitu Stinu reakciju uz
dazadiem vides faktoriem, pieméram, UV starojumu, oksidativo stresu un dazadiem farmaceitiskiem
savienojumiem. To spéja kontrolétos apstaklos proliferét un razot batiskus proteinus ari padara tas piemérotas
za|u izstrades pétijumiem, jo pasi saistiba ar adas toksicitates un efektivitates testésanu. Sis $linas saglaba
daudzas fiziologiskas Tpasibas, kas raksturigas to izcelsmes audiem, tadéjadi nodroSinot piemérotu modeli in
vitro pétijumiem, kuru mérkis ir izprast adas biologiju molekulara un Stinu limeni.

Cilveks

Derma

1-17Y

Sex unspecified

Kaukazietis

Bipolar, refractile and spindle-shaped

Skin fibroblast from single donor

Adherent

Cilveka adas fibroblasts, pieaugusais (HDF-Ad) (Cytion kataloga numurs 300606)

1

9606
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Biomolekularie dati

Protein
expression

Tumorigenic

Viruses

Darbs ar

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Pozitivi: CD73/CD90/CD105 Negativs: CD14/CD34/CD45/HLA-DR

Née

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

MEM, bez ribonukleozidiem, bez dezoksiribonukleozidiem (Més nepiegadajam So produktu; lidzu, apsveriet
citus piegadatajus. Ludzu, informé&jiet ms, ja jums nepieciesama papildu palidziba)

Papildiniet barotni ar 10% FBS, 2 ng/ml hr-bFGF, 2 mM stabila L-glutamina

Tripsins-EDTA

Parastai adherentu Stnu kultdrai: Lai nonemtu atlikuso barotni, aspiréjiet veco barotni no pielipusajam Sinam
un izskalojiet tas ar PBS, lai nonemtu atlikuSo barotni. PEc PBS atsiiknéSanas pievienojiet atbilstosu
tripsina/EDTA $kiduma tilpumu atkariba no kultiras trauka lieluma (pieméram, 1 ml T25 kolbai, 3 ml T75 kolbai)
un inkubéjiet istabas temperatira vai 37 °C, lidz Stinas atdalas (5-10 minttes). Novérot atdaliSanos ar
mikroskopu un, ja nepiecieSams, viegli piesitiet trauku, lai atbrivotu Slinas. Péc atdaliSanas pievienot pilnu
barotni, lai inaktivétu tripsinu/EDTA, uzmanigi resuspendét Sinas un $linu suspensijas alikvotu parvietot jauna
barotné ar svaigu barotni. levietot trauku inkubatora, kas iestatits 37 °C temperatira ar 5 %
dienam mainit barotni.

cop YN ik péc2-3

1 lidz 3*103 $iinas/cm?

2 lidz 3 reizes nedéla

Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam 90 % FBS + 10 % DMSO dzivotspéjas uzturésanai vai CM-1 (Cytion

medium kataloga numurs 800100), kas ietver optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu
atveseloSanos un samazinatu krioinducéto stresu.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek satitas uz sausa ledus, lai

parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatlra, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 minUtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stinu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augSanu.

8. levérojiet noteiktos subkultiiru protokolus, lai nodrosinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

Incubation

" ® A .
Atmosphere 37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating
Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas

vai plates.

Freezing
Procedure Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu

dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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Shipping

Conditions Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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