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Vispariga informacija

Description

Organism
Tissue
Disease

Applications

Raksturojums
Ethnicity
Morphology
Cell type

Growth
properties

Normativie dati

Citation

IPSC-hDPSC $iinu linija ir moderns modelis, kas iegiits no cilvéka zobu celulozes cilmes $inam (hDPSC). So $iinu
izcelsme ir zobu celulozes audi, kur tas tiek fermentativi saskeltas, lai izdalitu adherento frakciju. Kad Stinas
sashiedz 70-80 % konfluenci, tas subkultivé un kriokonservé 1. parejas stadija. Sis pamatposms ir loti svarigs, lai
saglabatu Sunu integritati un nodrosSinatu cilmes Suinu dzivotspéju turpmakai izmantoSanai.

HDPSCs parprogrammésana par inducétam pluripotentam cilmes Sinam (iPSCs) ir nozimigs progress, kas
panakts, izmantojot epizomalas parprogrammésanas metodi. Saja metodé izmanto vektorus, kas ietver
Yamanaka faktorus - Oct-4, Sox-2 un Klf-4 - kopa ar p53 Anti-sense, EBNA-1 un sarkano fluoresc€joso proteinu
markieri. Epizomala pieeja ir ipasi izdeviga, jo ta lauj izvairities no parprogrammésanas faktoru integréSanas
genoma, tadéjadi saglabajot iPSCs genétisko stabilitati. leglita iPSC-hDPSC linija uzrada pluripotentas ipasibas,
padarot to par vértigu lidzekli pétijumiem regenerativas medicinas, slimibu modelésanas un zalu atklasanas
joma.

Cilveks

TreSais molars

Parasts donors

Slimibu modelésana, zalu atklasana un toksicitates testéSana, regenerativa medicina, genétiskie pétijumi,
attistibas biologijas pétijumi

Kaukazietis

IPSC, kolonijas ar noteiktam malam

Cilmes Slinas

Adherent

iPSC-hDPSC (Cytion kataloga numurs 300622)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
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CellosaurusAccession CVCL_B7DW

GMO Status

GMO-S1: Si cilvéka iPSC linija (iPSC-hDPSC) satur epizomalas plazmidas, kas kodé OCT4, SOX2, KLF4 un
c-MYC, kas atbalsta zobu stromalo Stinu parprogrammésanu. Konstrukti tiek uzturéti bez virusu
sekvencém. Si klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un var atskirties citur.

Biomolekularie dati

Darbs ar

Culture
Medium

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

mTESR

ReLeSR

Lai uzlabotu Stinu atdaliSanas un atkartotas izséjas procesu, veiciet Sadas darbibas:

. Iznemiet izlietoto barotni un izskalojiet Stinas ar PBS (bez kalcija un magnija).

. Pievienojiet atdaliSanas skidumu un laujiet tam iedarboties saskana ar razotaja noradijumiem.

. Uzmanigi pievienojiet Sinam svaigu barotni.

. Maigi atdaliet SGinas, lai nodroSinatu minimalus bojajumus.

. Parklajiet svaigu 6 iedobju kultdiru plaksniti ar vitronektinu un izséjiet disociétas Stinas divas iedobés
talakai kultivésanai.

aa b W N =

Lai nodrosSinatu optimalu Sinu augSanu un eksperimentu konsekvenci, ieteicams izmantot 5000 lidz 10 000
$anu/cm? blivumu, kad $lnas ir pielagojusas kultaras apstakliem.

Fluid renewal Dienas

Post-Thaw Fast

Recovery

Freeze Ka krioprezervésanas barotni més izmantojam 80 % FBS + 10 % bazes barotni + 10 % DMSO, lai saglabatu

medium dzivotspéju, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas nodrosina labaku krioprotekciju, novérsot nevélamu
diferenciaciju, vienlaikus saglabajot pluripotenci un Stinu integritati.
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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.

Neviens

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperattru. 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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