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Bendra informacija

Description
IS amniono gautos Zmogaus mezenchiminés kamieninés lastelés (hMSC) turi keleta isskirtiniy savybiy, skirianciy

jas nuo MSC, gauty is kity audiniy, pavyzdZiui, kauly iulpy, riebalinio audinio ir bambos virkstelés. Vienas i$
svarbiausiy skirtumy yra jy kilmé i$ amniono, placentos membranos, kuri suteikia jiems unikaliy biologiniy
savybiy. Skirtingai nuo suaugusiy audiniy MSC, amniono hMSC yra primityvesni ir pasizymi didesniu
proliferaciniu pajégumu, todél gali bati ilgiau plétojami kultlroje, taciau nepraranda diferenciacijos potencialo
ar kamieniskumo. Sis didelis proliferacinis pajégumas ypa naudingas, kai reikia didelio lasteliy kiekio,
pavyzdZiui, audiniy inZinerijos ir regeneracinés medicinos srityse.

Kitas esminis skirtumas - amniono hMSCs imunomoduliacinés savybés. Sios lastelés pasizymi geresnémis
imunosupresinémis savybémis, palyginti su i$ kity Saltiniy gautomis MSC, todél jos labai veiksmingai moduliuoja
imunines reakcijas. Si savybé ypac naudinga atliekant tyrimus, susijusius su uzdegiminémis ligomis,
autoimuninémis ligomis ir transplantato pries Seimininka liga (GVHD). Amniono hMSC taip pat iSskiria savita
bioaktyviy molekuliy profilj, jskaitant prieSuzdegiminius citokinus ir augimo veiksnius, kurie prisideda prie jy
geresnio gebéjimo skatinti audiniy atstatyma ir mazinti uzdegima jvairiuose in vitro modeliuose.

Be to, amniono hMSC pasizymi maZesniu imunogeniskumu, palyginti su MSC, gautais i$ kity audiniy. Dél
mazesnio imuninio atsako potencialo jie ypac tinka alogeniniam naudojimui ir bendry kultdiry sistemoms,
kuriose skirtingy lasteliy tipy saveika tiriama be imuninio atmetimo komplikacijy. Be to, amniono hMSC
gaunami is sveiky donory placentos audiniy, todél nekyla etiniy problemuy, susijusiy su MSC, gautais atliekant
invazines proceddras, pavyzdziui, kauly ¢iulpy aspiracija. Dél Siy savybiy amniono hMSC yra unikali ir universali
priemoné, tinkama jvairiems biomedicininiams tyrimams.

Organism Zmogus
Tissue Amnion
Applications Vaisty tyrimai, regeneraciné medicina, ligy tyrimai

Charakteristikos

Age PrasSome teirautis
Gender PraSome teirautis
Ethnicity Kaukazieciy

Morphology Gerai iSsidésciusi verpstés formos, j fibroblastus panasi morfologija bent per 5 iStraukas. MaZiau nei 2 % lasteliy
pasiZzymi spontaniska j miofibroblastus panasia morfologija per kiekviena peréjima.

Cell type Kamieninés lastelés
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Growth
properties

Prigludes

Reguliavimo duomenys

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

Zmogaus mezenchiminés kamieninés lgstelés, amnionas (Cytion katalogo numeris 300644)

1

9606

Biomolekuliniai duomenys

Antigen Pries kriokonservavima kultivuotiems MSC (P2-P3) identifikuoti naudojama iSsami Zymeny grupé, jskaitant

expression CD73/CD90/CD105 (teigiami) ir CD14/CD34/CD45/HLA-DR (neigiami). Siuos Zymenis rekomenduoja ISCT MSC
komitetas.

Viruses Donoras yra neigiamas dél HBV (PGR), Treponema pallidum (PGR) ir ZIV-1/2 (IFA). Lastelés yra neigiamos dél
HBV, HCV, HSV1, HSV2, CMV, EBV, HHV6, Toxoplasma gondii, Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis,
Ureaplasma urealyticum ir Ureaplasma parvum.

Tvarkymas

Culture Alfa MEM, w: 2,0 mM stabilus glutaminas, w/o: Ribonukleozidai, w/o: Deoksiribonukleozidai, w: 1,0 mM natrio

Medium piruvatas, w: 2,2 g/l NaHCO3

Supplements Papildykite terpe 10 % FBS, 2 ng/ml bFGF

Dissociation Trypsino ir EDTA

Reagent

Subculturing Jprastinéms adherentinéms lasteliy kultiroms: Kad pasSalintuméte visa likusia terpe, i$ adherentiniy lasteliy
iSsiurbkite sena terpe ir nuplaukite jas PBS. ISsiurbe PBS, jpilkite reikiama kiekj tripsino ir EDTA tirpalo,
atsizvelgiant j kulttros indo dydj (pvz., 1 ml T25 kolbai, 3 ml T75 kolbai), ir inkubuokite kambario arba 37 °C
temperatiroje, kol lastelés atsiskirs (5-10 min.). Stebékite atsiskyrima per mikroskopa ir, jei reikia, Svelniai
palieskite inda, kad lastelés issilaisvinty. Kai lgstelés atsiskiria, jpilkite pilng terpe, kad bity inaktyvuotas
tripsinas/EDTA, atsargiai reuspenduokite lasteles ir perkelkite alikvota lasteliy suspensijos j naujg auginimo inda
su SvieZia terpe. |statykite inda j inkubatoriy, kuriame nustatyta 37 °C temperatirair 5 %COZ’ o terpe keiskite kas
2-3 dienas.

Seeding 1-3x 10* [35tles/cm?

density
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Fluid renewal Pirma kartg skysciai atnaujinami po 24 valandy, véliau - kas 2-3 dienas.

Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame 80 % FBS + 10 % bazine terpe + 10 % DMSO gyvybingumui palaikyti
medium arba CM-1 (Cytion katalogo numeris 800100), kuri uztikrina geresne kriokonservavimo apsauga, apsaugo nuo

nepageidaujamos diferenciacijos ir kartu iSsaugo pluripotencija.

Thawing and

Culturing Cells 1. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uzsaldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu bity palaikoma optimali temperatara.

2. Gave is karto laikykite kriovialg Zemesnéje nei -150 °C temperatiroje, kad uztikrintuméte lasteliy
vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

3. Jeinorite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindami jj j 37 °C temperatiiros
vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundZiy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

4. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
mégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatiiros mitybinés terpés, atsargiai iSmaiSykite.

6. Misinj centrifuguokite 300 x g greiciu 3 minutes, kad atsiskirty lastelés, ir atsargiai iSmeskite
supernatanta su Saldymo terpés likudiais.

7. Svelniai resuspenduokite Igsteliy granules 10 ml $vieZios mitybinés terpés. Jei lastelés yra prigludusios,
suspensija padalykite j dvi T25 kolbas; jei tai suspensinés kultiros, visa terpe perkelkite j vieng 725
kolba, kad paskatintuméte veiksminga lasteliy saveika ir augima.

8. Laikykités nustatyty subkulttry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir buty palaikoma, taip
uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%, drékintoje atmosferoje.

Flask Coating
Kad po atSildymo bty uZtikrintas optimalus prisitvirtinimas ir gyvybingumas, rekomenduojame naudoti

kolagenu dengtas kolbas arba ploksteles.
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Freezing

Procedure Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu buty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami ja apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Shipping

Conditions Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Storage

Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skystg azota mazdaug -150-196 °C temperatiroje.

Laikymas -80 °C temperatiiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé / Genetinis profilis / HLA

Sterility
Mikoplazmos uZterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos
aptikimo metodus.
Siekiant uztikrinti, kad neblty uZterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielémis, lasteliy kultiros kasdien vizualiai
tikrinamos.
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