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Vispariga informacija

Description
No horiona villi iegttas cilvéka mesenchimalas cilmes Stinas (MSC) ir loti daudzpusiga multipotento stromalo

$0nu populacija, kas spéj diferencéties vairakas $iinu linijas, tostarp adipocitos, osteoblastos un hondrocitos. Sis
Sunas izolé no horiona villi, kas ir placentas dala, kurai ir izSkiroSa nozime mates un augla vielmainas procesa.
Horionu villi ir unikali ar to, ka tie sastav gan no augla, gan mates audiem, nodroSinot ipasu mikroapvidu, kas
veicina no ST avota ieglito MSC spécigas pasatjaunosanas un diferenciacijas spéjas. No horionu villi iegiitie MSC
uzrada primitivaku fenotipu salidzinajuma ar no pieauguso audiem iegiitajiem MSC, bieZi vien paradot augstaku
proliferacijas atrumu un pladakas diferenciacijas iespéjas. Sis ipasibas padara tos Tpasi vértigus pétijumiem
regenerativaja medicina, audu inZenierija un slimibu modelésana.

Sis MSC ir stingri pieraditas in vitro, ka tas diferencéjas par adipocitiem, osteoblastiem un hondrocitiem, kad
tiek kultivétas specifiska diferenciacijas vid€, kas uzsver to potencialu lietoSanai audu regeneracija un slimibu
modeléZana. So $iinu unikala izcelsme no horiona villi piedkir tam specifiskas iminmodul&jo3as Tpasibas, kas
var at8kirties no MSC, kas iegiitas no citiem avotiem, piemé&ram, kaulu smadzeném vai taukaudos. ST at3kiriba ir
loti svariga pétijumos, kas koncentréjas uz imansistémai saistitiem stavokliem vai alogénu Sinu terapiju
attistiSanu.

MSC tiek kriokonservétas agrinas stadijas specializéta kriovide, nodrosinot to dzivotspéju un funkcionalitati péc
atkauséSanas. Katrs kriovials satur vismaz 1 x 10° tinas ar dzivotspéjas raditaju no 92% lidz 95%, kas noteikts ar
Trypan Blue krasvielas izslégdanas testu. Sis @inas ir iegiitas no veseliem donoriem, kuri ir devusi informétu
piekriSanu, nodrosinot étisku ieguves praksi. Katra partija tiek paklauta stingrai kvalitates kontrolei, tostarp
ripigai $iinu identifikacijas, tiribas, iedarbiguma un dzivotspéjas parbaudei. Sie pasakumi garanté, ka kultivétas
MSC ir augstas kvalitates un piemérotas pétniecibas vajadzibam, iznemot terapeitisku vai in vivo lietoSanu.

Organism Cilvéks

Tissue Choriona vijolites (Chorion Villi)

Applications Zalu testé8ana, regenerativa medicina, slimibu izpéte
Raksturojums

Age Ludzu, jautajiet

Gender Ladzu, jautajiet

Ethnicity Kaukazietis

Morphology Labi izkliedéta varpstas formas, fibroblastiem lidziga morfologija vismaz 5 pasazu laika. Mazak neka 2 % Stnu
katra pasaza uzrada spontanu miofibroblastiem lidzigu morfologiju.

Cell type Cilmes $0nas
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Lai identificétu kultivétas MSC (P2-P3) pirms kriokonservésanas, pllismas citometrijas analizé izmanto plasu
markieru paneli, tostarp CD73/CD90/CD105 (pozitivi) un CD14/CD34/CD45/HLA-DR (negativi). Sos markierus
iesaka ISCT MSC komiteja.

Donors ir negativs uz HBV (PCR), Treponema pallidum (PCR) un HIV-1/2 (IFA). Siinas ir negativas uz HBV, HCV,
HSV1, HSV2, CMV, EBV, HHV6, Toxoplasma gondii, Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma
urealyticum un Ureaplasma parvum.

Alpha MEM, w: 2,0 mM stabils glutamins, w/o: Ribonukleozidi, w/o: Deoksiribonukleozidi, w: 1,0 mM natrija
piruvats, w: 2,2 g/l NaHCO3

Papildinat barotni ar 10% FBS, 2 ng/ml bFGF

Tripsins-EDTA

Parastai adherentu Sunu kultdrai: Lai nonemtu atlikuso barotni, aspiréjiet veco barotni no pielipusajam Sinam
un izskalojiet tas ar PBS, lai nonemtu atlikuSo barotni. Péc PBS atsiiknéSanas pievienojiet atbilstosu
tripsina/EDTA Skiduma tilpumu atkariba no kultlras trauka lieluma (pieméram, 1 ml T25 kolbai, 3 ml T75 kolbai)
un inkubéjiet istabas temperatiira vai 37 °C, lidz $inas atdalas (5-10 minates). Novérot atdaliSanos ar
mikroskopu un, ja nepiecieSams, viegli piesitiet trauku, lai atbrivotu Stinas. Péc atdaliSanas pievienot pilnu
barotni, lai inaktivétu tripsinu/EDTA, uzmanigi resuspendét Siinas un Siinu suspensijas alikvotu parvietot jauna
barotné ar svaigu barotni. levietot trauku inkubatora, kas iestatits 37 °C temperatira ar 5 %COZ’ un ik péc 2-3
dienam mainit barotni.

1lidz 3 x 10* §L‘1nas/cm2
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Fluid renewal Pirma $kidruma atjaunoSana péc 24 stundam, péc tam ik péc 2 lidz 3 dienam.

Freeze Ka krioprezervésanas barotni més izmantojam 80 % FBS + 10 % bazes barotni + 10 % DMSO, lai saglabatu
medium dzivotspéju, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas nodrosina labaku krioprotekciju, novérSot nevélamu

diferenciaciju un vienlaikus saglabajot pluripotenci.

Thawing and

Culturing Cells 1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek satitas uz sausa ledus, lai

parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemSanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatlra, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitéjas kultivésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gdens vanna ar tiru tdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pllismas nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifligas mégené, kura ir 8
mlistabas temperaturas barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 minates, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldéSanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stinu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stiinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkultiiru protokolus, lai nodroSinatu nepartrauktu Sunu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating
Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas

vai plates.
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Freezing

Procedure 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.

Shipping

Conditions Kriokonservétas Stinu linijas tiek stititas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. P&c
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 temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genetiskais 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, Stnu kultdiras katru dienu vizuali parbauda.
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