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Uldine teave

Description

Organism
Tissue

Applications

Inimese mesenhiitimsetel tiivirakkudel (hMSC) on mitmeid eriparasid, mis eristavad neid teistest kudedest,
naiteks luuiidist, rasvkoest ja nabandérist saadud MSC-dest. Uks olulisemaid erinevusi on nende paritolu
platsenta membraanist (amnion), mis annab neile unikaalsed bioloogilised omadused. Erinevalt tdiskasvanud
kudedest parinevatest MSC-dest on amnioni hMSC-d primitiivsemad ja neil on suurem proliferatsioonivéime,
mis voimaldab kultuuris pikemat laienemist ilma diferentseerumispotentsiaali voi tiivelisuse markimisvaarse
kaotamiseta. See kdrge proliferatsioonivoime on eriti kasulik rakenduste puhul, mis nduavad suuri
rakukoguseid, nagu naiteks koetehnoloogia ja regeneratiivne meditsiin.

Teine oluline erinevus seisneb amnioni hMSCde immunomoduleerivates omadustes. Need rakud naitavad
vorreldes teistest allikatest parit MSC-dega suurenenud immunosupressiivseid véimeid, mis muudab need
immuunvastuse moduleerimisel vaga tohusaks. See omadus on eriti kasulik poletikuliste haiguste,
autoimmuunsete seisundite ja transplantaadi ja peremehe vastase haiguse (GVHD) uurimisel. Amnioni hMSCd
eritavad ka eraldi bioaktiivsete molekulide profiili, sealhulgas pdletikuvastased tsiitokiinid ja kasvufaktorid, mis
aitavad kaasa nende paremale vGimele edendada kudede taastumist ja vahendada pdletikku erinevates in vitro
mudelites.

Lisaks on amnioni hMSCd tuntud oma vaiksema immunogeensuse poolest varreldes teistest kudedest saadud
MSCdega. See vahene immuunvastuse esilekutsumise potentsiaal muudab nad eriti sobivaks allogeensete
rakenduste ja ko-kultuurististeemide jaoks, kus uuritakse erinevate rakutiilipide vahelisi koostoimeid ilma
immuunsiisteemi torjumise komplikatsioonideta. Lisaks sellele saadakse amnioni hMSC-d eetiliselt tervete
doonorite platsenta koest, korvaldades eetilised probleemid, mis on seotud invasiivsemate protseduuride,
nditeks luulidi aspiratsiooni abil saadud MSC-dega. K3ik need omadused teevad amnioni hMSC-d ainulaadseks
ja mitmekiilgseks vahendiks paljude biomeditsiiniliste uuringute jaoks.

Inimene

Amnion

Ravimitestid, regeneratiivne meditsiin, haiguste uurimine

Omadused
Age Palun kiisige
Gender Palun kiisige
Ethnicity Kaukaasia
Morphology Hasti levinud spindlikujuline, fibroblastilaadne morfoloogia vdhemalt 5 labimise jooksul. Vahem kui 2%
rakkudest ilmutab iga labimise jooksul spontaanset miiofibroblastilaadset morfoloogiat.
Cell type Tivirakud
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Growth
properties

Kinnipeetav

Regulatiivsed andmed

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

Inimese mesenhiimaalsed tlivirakud, Amnion (Cytion katalooginumber 300644)

1

9606

Biomolekulaarsed andmed

Antigen
expression

Viruses

Tootlemine

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Voolutsuitomeetrilises analiilisis kasutatakse ulatuslikku markerite paneeli, sealhulgas CD73/CD90/CD105
(positiivne) ja CD14/CD34/CD45/HLA-DR (negatiivne), et tuvastada kultiveeritud MSC-d (P2-P3) enne
kriiokonserveerimist. Neid markereid soovitab ISCT MSC komitee.

Doonor on negatiivne HBV (PCR), Treponema pallidum (PCR) ja HIV-1/2 (IFA) suhtes. Rakud on negatiivsed HBV,
HCV, HSV1, HSV2, CMV, EBV, HHV6, Toxoplasma gondii, Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis,
Ureaplasma urealyticum ja Ureaplasma parvum suhtes.

Alpha MEM, w: 2,0 mM stabiilne glutamiin, w/o: Ribonukleosiidid, w/o: Deokstliribonukleosiidid, w: 1,0 mM
naatriumpliiruvaat, w: 2,2g/L NaHCO3

Tadiendada s66tme 10% FBS, 2 ng/ml bFGF

Trypsin-EDTA

Rutiinseks adherentseks rakukultuuriks: Aspireerige adhereeruvatelt rakkudelt vana kultuurkeskkond ja peske
neid PBS-ga, et eemaldada allesjaanud keskkond. Parast PBS-i aspiratsiooni lisage sobiv kogus triipsiini/EDTA
lahust vastavalt kasvatusanuma suurusele (nt 1 ml T25 kolvi puhul, 3 ml T75 kolvi puhul) ja inkubeerige
toatemperatuuril voi 37 °C, kuni rakud eralduvad (5-10 minutit). Jalgige rakkude eraldumist mikroskoobi all ja
koputage vajadusel drnalt anumat, et rakud eralduksid. Kui rakud on eraldunud, lisage triipsiini/EDTA
inaktiveerimiseks tdielikku sd6tmeainet, suspenseerige rakud ettevaatlikult uuesti ja kandke rakususpensiooni
alikvoot uude, varsket so6tmeainet sisaldavasse kasvatusanumasse. Asetage anum inkubaatorisse, mille

temperatuur on 37 °C ja 5% ning vahetage s66tme iga 2-3 pdeva tagant.

coz’

1 kuni 3 x 10 rakku/cm2
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Fluid renewal Esimene vedeliku uuendamine 24 tunni pirast, seejérel iga 2 kuni 3 péeva jarel.
Freeze Kriiokonserveerimise so6tmena kasutame 80% FBS + 10% pohikeskkonda + 10% DMSO elujdulisuse
medium sdilitamiseks voi CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis tagab parema kriiosekaitse, valtides soovimatu

diferentseerumise, sdilitades samal ajal pluripotentsuse.

Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jadb tarnimisel siigavkilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jaaga, et sdilitada
optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Pdrast kattesaamist sdilitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sdilimine, voi jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke koik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake ulejadnud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sootmekeskkond lhte T25 kolbi, et soodustada rakkude téhusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, niisutatud atmosfaar.

Flask Coating
Optimaalse kinnitumise ja elujSulisuse tagamiseks parast sulatamist soovitame kasutada kollageeniga kaetud
koldeid voi plaate.
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Freezing

Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvotmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Shipping

Conditions Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Storage

Conditions Pikaajaliseks sailitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.

Sailitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult liihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
Uleviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil / HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pohiste analiiliside kui ka luminestsentsil pShinevate
miikoplasma tuvastamise meetodite abil.
Bakteriaalse, seene- voi pdrmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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