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BALB/3T3 klons A31, S.A. Aaronsona un G.T. Todaro 1968. gada izveidota fibroblastu Stinu linija, ir radusies no 14
[1dz 17 dienas veciem BALB/c pelu embrijiem. Si $0nu [inija ir fundamentals instruments $nu biologijas
pétnieciba, jo pasi pateicoties tas spéjai atbalstit virusu augSanu un uznémibai pret onkogénam
transformacijam. Sim $anam ir raksturigi varpstas formas fibroblasti, kas var darboties ka multipotencialas
mezenhimalas Stinas. Tam piemit potencials diferencéties dazados audos atkariba no mikrovides ietekmes vai
kultdras apstakliem, uzsverot to daudzpusibu eksperimentalos modelos.

BALB/3T3 A31 klona Suinu kultivéSanas prakse ietver atkartotu parvietoSanu pirms konfluences sasniegSanas, lai
[idz minimumam samazinatu Stinu un Stinu kontaktu, veicinot tadas Tpasibas ka Stnu dalisanas kontakta
inhibiciju, augsanu pie liela atSkaidijuma un zemu piesatinajuma blivumu. Sim $Gnam ir mainigs kariotips ar
vidéjo hromosomu skaitu - 78 hromosomas, kas svarstas no 62 lidz 109, parsvara ar telocentriskam vai
akrocentriskam hromosomam. Neraugoties uz atseviskiem zinojumiem par citogenétisko nestabilitati,
BALB/3T3 A31 Siinas saglaba tumorogénu statusu, lai gan, kultivéjot puscietas barotnés, tam piemit
tumorogénas Tpasibas. Ipasi jaatzimé, ka tas ir loti uznémigas pret transformaciju ar onkogéniem DNS virusiem,
pieméram, SV40 un pelu sarkomas virusu, un to testi uz ektromélijas virusu (pelu bakas) ir negativi, kas pievieno
vél vienu vértibu virusologiskiem un onkologiskiem pétijumiem.

Pele

Embrijs

BALB/c 3T3 klons A31, BALB/c3T3, BALB/c 3T3, BALB/c 3T3, BALB/c 3T3, BALB/3T3, Balb/3T3-4-CI31, 3T3 klons
A31, BALB/3T3 kl. A31, BALB 3T3 klons A31, BALB/3T3 (klons A31), B/C3T3, 3T3-A31, 3T3(A31), A31, A31, A3IN

BALB/c

Embrijs, 14 lidz 17 gratniecibas dienas

Fibroblasti

Adherent

BALB/3T3 klons A31 (Cytion kataloga numurs 305155)
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NCBI_TaxID

10090

CellosaurusAccession CVCL_0184

Biomolekularie dati

Tumorigenic

Darbs ar

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Fluid renewal

Né&, imunosupresétam pelém Stinas nebija audzéjamas, bet veidoja kolonijas pusskidra barotné.

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

Accutase

Nonemt veco barotni no pielipuSajam Sinam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam
izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75 kolbam - 5-10 ml. P&c tam pilniba parklajiet Stinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml
T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatiira 8-10 mindites, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifuggjiet
3 mindtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendgjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

2 lidz 3 reizes nedela

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 atveselo$anos un samazinatu
krioinducéto 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 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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