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Description
.םינוש םיניקוטיצו הלידג ימרוגל תויאתה תובוגתהו רועה הנבמ יוניש ,רועה תוחתפתה לש םינונגנמה תא םינחובה םייוסינב תובורק םיתעל םישמשמ HFFC .רוביחה תמקרב םיינויח םיביכרמ םיווהמה ,ןגלוקהו תיאת-ץוחה הצירטמה לש הזתניסב יטירק דיקפת םיאלממ םיטסלבורביפ .םיאת תונקדזהו רועה לש היגולויב ,םיעצפ יופירל םירושקה םירקחמב דחוימב ,תישונאה היגולויבה רקחמב ינויח ילכ םה הלא םיאת .םיריעצ תלרוע לש טסלבורביפה תמקרמ םירזגנ (HFFC) םדאה תלרוע לש טסלבורביפ יאת

HFFC ה תנירק תועפשה תא םינחובה םירקחמב םג םיבושח הלא םיאת .תופורת ןוניסו תיביטרנגר האופר ,תומקר תסדנה ללוכ ,םינוש םייוסינ םימושייל םימיאתמל םתוא ךפוהש המ ,הנחבמב תוריהמב תוברתהל םתורשפאבו ריצ תרוצב היגולופרומב םינייפואמ-UV ילטנואינה םרוקמ לשב .רועה תונקדזה ךילהתו תויטורביפ תולחמ לש היגולויזיפותפה ,רועה יאת לע, HFFC םיינושאר םיאת ידוקפת רקחל ילאידיא לדומל םתוא ךפוהש המ ,םירגוב םיטסלבורביפל האוושהב תויצטומ רובצל תוחפ םיטונ.
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םיירלוקלומ-ויב םינותנ

לופיט

Culture
Medium

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3.1 g/L זוקולג, w: 2.5 mM L-ןימטולג, w: 15 mM HEPES, w: 0.5 mM טבוריפ ןרתנ, w: 1.2 g/L NaHCO3 (יגולטק רפסמ Cytion
820400a)

Supplements ןילוסניא L/םרגורקימ FBS, 10 ng/mL bFGF, 10 10% הסימתל ףסוה

Dissociation
Reagent

זאטוקא

Subculturing ךשמל 300xg-ב הגופירטנצב בבוס זאו ,הסימתל םתוא ריזחהל ידכ םוידמ לש ל"מ 10 םע םיאתה תא תונידעב בברע ,הריגדה רחאל .םתוא קתנל ידכ תוקד 8-10 ךשמל רדחה תרוטרפמטב הריגדל םיאתה תא ראשה .T75 יקובקב רובע ל"מ 2.5-ו T25 יקובקב רובע ל"מ 1-2-ב שומיש ךות ,Accutase-ב ןיטולחל םיאתה תא הסכ ,ןכמ רחאל .ל"מ 5-10-ב שמתשה ,T75 יקובקב רובעו ,PBS ל"מ 3-5-ב שמתשה ,T25 יקובקב רובע .םויזנגמו ןדיס אלל PBS-ב םתוא ףוטשו םיקובדה םיאתהמ ןשיה םוידמה תא רסה
.ירט םוידמ תוליכמ רבכש תושדח תוחלצל םתוא רבעהו ירט םוידמב הסימתל םיאתה תא רזחה ,ןוילעה לזונה תא ךלשה .תוקד 3

Freeze
medium

.רוריקהמ םרגנה ץחלה תא תיחפהלו תוששואתהה תא רפשל ידכ םירפושמ םזילובטמ יבציימו םינגמ-ומסוא םירמוח ללוכה ,(Cytion 800100 יגולטק רפסמ) CM-1 וא ,תוינויח לע רומשל ידכ FBS + 10% DMSO 90%-ב םישמתשמ ונא ,רוריקב רומישל םוידמכ
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Thawing and
Culturing Cells 1. .הלבוהה ךלהמב תילמיטפוא הרוטרפמט לע רומשל ידכ שבי חרקב םיחלשנ םיאתה ןכש ,הריסמה תעב ןיטולחל אופק ראשנ ןוקובקבהש אדו

2. .תידיימ תיברת תשרדנ םא 3 בלשל ךשמה וא ,םיאתה תומלש תרימש תא חיטבהל ידכ 150°C-מ הכומנ הרוטרפמטב דימ ינגוירקה ןוקובקבה תא ןסחא ,חולשמה תלבק םע

3. .ןטק חרק שוג רתונש דע תוינש 40-60 ךשמב ןידע בוברע ךות ,ילאיבורקימ-יטנא רמוחו םייקנ םימ םע סויזלצ תולעמ 37 לש הרוטרפמטב םימ טבמאב ותליבט ידי לע תוריהמב ןוקובקבה תא רישפה ,תידיימ תיברת ךרוצל

4. .החיתפה ינפל 70% לונתאב ילאווירקה ןוקובקב תא אטחו ,ףדנמב םיילירטס םיאנתב םיאבה םיבלשה לכ תא עצב

5. .ןידע בוברע ךות ,רדחה תרוטרפמטב תיברת עצמ לש ל"מ 8 ליכמה ל"מ 15 חפנב הגופירטנצ רוניצל םיאתה תסימת תא רבעהו אטוחמה ןוקובקבה תא תוריהזב חתפ

6. .האפקהה עצמ תויראש תא ליכמה ןוילעה לזונה תא תוריהזב וקרזו ,םיאתה תא דירפהל ידכ תוקד 3 ךשמל x g 300-ב הגופירטנצב תבורעתה תא ובבוס

7. .םיאתה לש תוליעי החימצו היצקארטניא םדקל ידכ תחא T25 תיחולצל עצמה לכ תא וריבעה ,הסימת תויוברת רובע ;T25 תיברת תויחולצ ינש ןיב הסימתה תא וקלח ,םידמצנ םיאת רובע .ירט תיברת עצמ לש ל"מ 10-ב םיאתה עקשמ תא תונידעב ורשה

8. .תונימא יוסינ תואצות חיטבהל ידכ ,םיאתה וק לש הקוזחתו החימצ ךשמהל םיעובק תוברת-תת ילוקוטורפ לע ודיפקה

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, החל הריווא.

Flask Coating
.ןגלוקב םיפוצמ תוחלצב וא םיקובקבב שמתשהל םיצילממ ונא ,הרשפהה רחאל תויבטימ תוינויחו תודמציה ךרוצל

Freezing
Procedure .םיאתמ ןוסחאל יוחיד אלל םינוקובקבה תא ריבעהלו דימ לכמה תא קודבל שי ,חולשמה תלבק םע .הלבוהה ךלהמב -78°C-כ לש הרוטרפמט לע רומשל ידכ רוריק רמוח לש תקפסמ תומכ םע תדדובמו תרשואמ הזיראב שבי חרקב תוחלשנ ואפקוהש םיאת תורוש

Shipping
Conditions .םיאתמ ןוסחאל יוחיד אלל םינוקובקבה תא ריבעהלו דימ לכמה תא קודבל שי ,חולשמה תלבק םע .הלבוהה ךלהמב -78°C-כ לש הרוטרפמט לע רומשל ידכ רוריק רמוח לש תקפסמ תומכ םע תדדובמו תרשואמ הזיראב שבי חרקב תוחלשנ ואפקוהש םיאת תורוש

Storage
Conditions .ילזונ ןקנחל הרבעה ינפל רצק םייניב דעצכ קר לבוקמ סויזלצ תולעמ 80 לש הרוטרפמטב ןוסחא .סויזלצ תולעמ 196 דע 150-כ לש הרוטרפמטב ידא לש בצמב ילזונ ןקנחב םינוקובקבה תא חינהל שי ,ךורא חווטל רומישל

HLA / יטנג ליפורפ / תוכיא תרקב

Sterility
.היצנצסינמול תוססובמ המסלפוקימ יוהיז תוטישו PCR תוססובמ תוקידב תועצמאב ללשנ המסלפוקימב םוהיז

.תוימוי תוילאוזיו תוקידב תורבוע םיאתה תויוברת ,ירמש וא יתיירטפ ,יקדייח םוהיז ןיאש חיטבהל ידכ
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