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Kera-308 stinu linija, kas izveidota no pieaugusu pelu adas keratinocitiem, ir daudzpusigs modelis sarezgitu adas
fiziologijas procesu, jo ipasi bri¢u dzisanas un keratinocitu funkciju, izpétei. Sai $Gnu linijai piemit ievérojama
spéja paaugstinat keratina ekspresiju, tostarp bricu izraisitu keratina tipu, pieméram, Krt6a, ipasos apstaklos,
pieméram, apstradajot ar Morus alba saknes ekstraktu. Kera-308 Slinu sp€&ja reagét uz phhorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) izcel to lietderibu, pétot Siinu mehanismus, kas ir adas atjauno$anas un regeneracijas pamata.

Kera-308 Sinu izcila TpasSiba ir no devas atkariga proliferacijas reakcija, ko var ievérojami pastiprinat ar aréjiem
stimuliem, pieméram, Morus alba saknes ekstraktu. Siipasiba padara Kera-308 par lielisku [idzekli keratinocitu
proliferacijas un diferenciacijas molekularo pamatu izpétei, reagéjot uz terapeitiskiem lidzekliem.

Turklat Kera-308 Stinu transkripcijas profils bricu dzisanas scenarijos, jo Tpasi to keratina pavedienu un
CXCL12/CXCR4 signalizacijas pastiprinasanas, sniedz nenovértéjamu ieskatu Stinu un molekularaja dinamika
adas atjauno3anas laika. So signalizacijas celu iesaistianas uzsver Kera-308 $iinu nozimi jaunu terapeitisko
stratégiju izpéte, lai uzlabotu bricu dziSanu un adas slimibu arstésanu.
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Peles adas papiloma
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Kera-308 (Cytion kataloga numurs 400429)
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CellosaurusAccession

CVCL_5782

Biomolekularie dati

Darbs ar

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
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Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM, w: 4,5 g/l glikozes, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natrija piruvata (Cytion
izstradajuma numurs 820300a)

Papildinat barotni ar 10% FBS

TrypLE Express (Life Technologies)

Nonemiet barotni un izskalojiet pielipusas Suinas, izmantojot PBS bez kalcija un magnija (3-5 ml PBS 725, 5-10 ml
T75 Stnu kultliru kolbam). Pievienojiet Tryple Express (1-2 mluz T25, 2,5 ml uz T75 stnu kultdru kolbu), Stinu
sloksnei jabit pilniba parklatai. 15 minates inkubét 37 gradu temperatiira. Uzmanigi resuspendét Stinas ar 10 ml
barotnes (vajadzibas gadijuma izmantot Stinu skrapi), centrifugét 5 minttes ar 300xg, resuspendét Sinas svaiga
barotné un izlietot jaunas kolbas, kuras ir svaiga barotne.

1x10* §E|nas/cm2

2 lidz 3 reizes nedeéla

Post-Thaw Péc atkausésanas izklied€jiet Stinas uz Skivja ar blivumu 5 x 10% §tinas/cm? un laujiet Sinam atgaties no

Recovery sasaldésanas procesa un pielipt vismaz 24 stundas.

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
krioinducéto stresu.
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Thawing and
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Procedure

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sutitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, 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 pllismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

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

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

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

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodrosSinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

or 0 - _
37°C,5 /°C02’ mitrinata atmosféra.

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

Kriokonservétas Siinu linijas tiek sititas 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.
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z::‘pdpi::?fns 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 temperatlra 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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