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Informacje ogélne

Description

Organism

Tissue

Synonyms

HFF-1 to linia komdrkowa ludzkich fibroblastow napletka czesto wykorzystywana jako warstwa odzywcza do
hodowli ludzkich embrionalnych komérek macierzystych (hESC) i indukowanych pluripotencjalnych komérek
macierzystych (iPSC). Pochodzace z tkanki skornej noworodka, komérki HFF-1 dostarczaja niezbednych
sktadnikow macierzy zewnatrzkomérkowej i wydzielaja kluczowe czasteczki sygnatowe, ktére promuja
przytaczanie hESC i cze$ciowo wspieraja ich stan pluripotencjalny. Fibroblasty te zostaty ocenione pod katem
ekspres;ji kilku czynnikdw wzrostu wspierajacych pluripotencje, w tym TGFB1, aktywiny A i czynnika wzrostu
fibroblastéw 2 (FGF-2), chociaz ich skutecznos¢ jako komérek zasilajacych moze sie rézni¢ w zaleznosci od
konkretnej linii i warunkéw hodowli.

W badaniach poréwnawczych ludzkie fibroblasty napletka, takie jak HFF-1, wydzielaja wykrywalne poziomy
FGF-2 i aktywiny A, chociaz ich poziomy wydzielania sg ogdlnie nizsze niz te obserwowane w mysich
fibroblastach embrionalnych. Komérki HFF-1 wyrazaja rowniez mRNA i biatko BMP-4, chociaz wydzielane
poziomy dimeréw BMP-4 sg bardzo niskie i czesto niewykrywalne w kondycjonowanej pozywce,
prawdopodobnie z powodu sekwestracji wewnatrzkomérkowej lub hamowania przez gremline. Co wazne,
wydzielanie czynnikéw wzrostu przez HFF-1 jest modulowane przez inaktywacje mitotyczna (np. leczenie
mitomycyna C) i sktad pozywki (np. KnockOut Serum Replacement vs. ptodowa surowica bydleca). Zdolno$¢
komorek HFF-1 do wspierania wzrostu niezréznicowanych hESC koreluje z ich wydzielaniem aktywiny A i TGFR1,
chociaz suplementacja egzogenna aktywing A moze poprawi¢ utrzymanie markerdw pluripotencii, takich jak
SSEA3, gdy komorki te sa uzywane jako podajniki.

Ogodlnie rzecz biorac, HFF-1 stuzy jako przydatny model komorek zasilajacych pochodzenia ludzkiego dla
systemow hodowli komorek macierzystych majacych na celu redukcje ksenokomponentéw. Jednak ich
zdolno$¢ do utrzymywania dtugoterminowych niezréznicowanych kultur hESC jest ogdlnie uwazana za mniej
solidna niz w przypadku mysich komérek zasilajacych, chyba ze w potaczeniu ze specyficzna suplementacja
czynnikiem wzrostu. Ich ludzkie pochodzenie sprawia jednak, ze sa one szczegdlnie atrakcyjne do zastosowarn
klinicznych i translacyjnych komdrek macierzystych, w ktorych niezbedne sg warunki wolne od ksenondw.

Cztowiek

Napletek, skora

HFF1

Charakterystyka

Age

Gender

Morphology

Cell type

<1 miesiagc

Mezczyzna

Fibroblast

Fibroblast napletka
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Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne

Citation HFF-1 (numer katalogowy Cytion 305790)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3285

Dane biomolekularne

Mutational
profile
Obstuga

Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukozy, w: 4 mM L-glutaminy, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pirogronianu sodu (numer artykutu

Medium Cytion 820300a)

Supplements Uzupetnié podtoze 15% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Fluid renewal 2 do 3 razy w tygodniu

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa
wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenies¢ zawiesine komadrek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscig 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucié supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakgcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

e =0 -
37°C, 5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub
ptytek pokrytych kolagenem.

Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pd':;lt?ogns Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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