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Vispariga informacija

Description
No jaunieSu donoriem iegitie cilvéka adas fibroblasti ir primaras mezenhalas stnas, kas izdalitas no jaunu
cilvéku adas. Sis $iinas izcelas ar fibroblastiem raksturigo varpstveida morfologiju un spécigu proliferacijas
spéju, un tam parasti ir augstaks augsSanas atrums un garaks replikacijas dzives ilgums salidzinajuma ar Stinam,
kas iegtas no pieauguSajiem. JaunieSu adas fibroblasti aktivi sintézé un parveido ekstracelularas matricas
komponentus, tostarp | un Ill tipa kolagénu, fibronektinu un proteoglikanus, atspogulojot to izSkiroSo lomu adas
attistiba, struktras uzturésana un bracu sadzisana.
Jauniesu fibroblastiem biezi raksturigs zemaks ar novecosanu saistito markieru limenis un samazinata
iekaisuma mediatoru bazes ekspresija, kas padara tos ipasi piemérotus pétijumiem, kas vérsti uz audu
regeneraciju, fibrozi un attistibas biologiju. To reagétspéja uz mehaniskiem un biokimiskiem signaliem padara
tos par vértigu in vitro modeli adas parveidosanas un Stinu-matricas mijiedarbibas izpétei.
Cilvéka jauniesu adas fibroblastus plasi izmanto pétniecibas jomas, tostarp bricu sadziSana, regenerativaja
medicina un kosmétikas zinatné. Pateicoties to augstajam proliferativajam potencialam un aktivai
ekstracelularas matricas razosanai, tie kalpo ka efektivs modelis biomaterialu, zalu reakciju un pretnovecosanas
stratégiju novértésanai. Tomer, ta ka tas ir primaras stinas, tam saglabajas no donora atkariga variabilitate un
tam ir ierobeZots dzives ilgums kultiira, kas prasa riipigu eksperimenta planosanu un agrinu pasazu
izmantosanu, lai ieglitu reproducéjamus rezultatus.

Organism Cilveks

Tissue Ada

Raksturojums

Age 1-17 gadi

Gender Dzimums nav precizéts

Ethnicity Nav noradits

Morphology Bipolars, refraktils un varpstas formas

Cell type Adas fibroblasts

Growth Adherent

properties

Normativie dati
Citation Jaunie3u cilvéka adas fibroblasti (Cytion kataloga numurs 300691)
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Biosafety level

NCBI_TaxID

1

9606

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

Ne

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

CTIGM.Fibro: fibroblastu augSanas barotne

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

Tripsins-EDTA

Parastai adherentu Sunu kultdrai: Lai nonemtu atlikuso barotni, aspiréjiet veco barotni no pielipusajam Stinam
un izskalojiet tas ar PBS, lai nonemtu atlikuSo barotni. PEc PBS atstiknéSanas pievienojiet atbilstosu
tripsina/EDTA Skiduma 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 minGtes). 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 % un ik péc 2-3
dienam mainit barotni.

co2’

1 lidz 3*103 $iinas/cm?

2 lidz 3 reizes nedéla

Freeze Ka kriokonservéSanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu
krioinduceéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

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.

P o _
37°C, 5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas
vai plates.

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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z::‘pd':;lt?ogns 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 un molekulara analize

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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