NHCTPYKIUA 11O PASMOPO3KE U KYJIbTUBUPOBAHUIO
KPUOKOHCEPBUPOBAHHBIX IIEPBUYHbBIX KJIETOK HUVEC

BazkHo: Bce pacTBOPHI U Cpejibl JOJKHBI OBITh TIPEIBAPUTEILHO Mo0TpeThI 10 37°C (Kpome
TPUIICHHA U aHTHOMOTHKOB, €CJIH HE UCTIOIB3YIOTCS Cpasy).

1. IOIHAT'OBAA MHCTPYKIMA I1O PASMOPO3KE U ITOCEBY

Oman 1. Iloocomoska

1.
2.

Bxirounte BosiHyI0 6aHI0, ycTaHoBUTE TemmepaTypy 37°C.

B namunapuom 6okce noarorossre prakon T25: noanuiuTe (naTta, TUN KIETOK, HOMEP
raccaxa).

B namunapHom Ookce BHECHTE B IIaCTUKOBBIN (iakoH T25 gocraTounsiii 00vem 0,2%
pacTBopa jKeJIaTuHa, YTOOBI OH MOKPBLT BCIO MTOBEPXHOCTH JHA (0OBIYHO 2-3 MiI).
HNukybupyiiTe HECKOJIBKO MUHYT, TIOCTIE YEro aCIUpUPYHUTE JKeTaTHH.

Haneiire Bo duakon 5 mu cBexkeii cpenst ENdoOBOOST (koMHATHO# TeMIiepaTyphl WK
37°C) u nocraBbte B uHKybarop (37°C, 5% CO2) nnst ypaBHoBemmBanusi pH u
TEMIIepaTyphI.

B crepunpuyio neHTpudyxuyo npodbupky Ha 15 M Haneiite 8 mu Témioi cpeabl
EndoBoost.

Oman 2. Pazmopo3ka Kiemok

1.

2.

3.

JloctanbTe KpHONIPOOUPKY U3 XpaHuiuia (kuakuit a3oT uiu -80°C)

Y HeMeAJIeHHO TTomecTuTe e€ B BosHyto 0anto 37°C.

AKKypaTHO IoKauuBaiiTe MpoOUpKy B OaHe, TOKa HE OCTAaHETCs MaJIEHbKUI KyCOUeK
abaa (00bruHO 60-90 cexynn). He nomyckaiiTe moJiHOro oTrTauBaHus M neperpesal
[Tpotpute mpobupky 70% cnupTOM M NEPEHECUTE B JIAMUHAPHBIN OOKC.

Oman 3. Yoanenue kpuonpomexmopa (DMSO)

1.

2.
3.

K conepxumomy kpronpoOupku 100aBeTe 1 MIT cpejibl, HENEeTUpys MepeHecuTe B
MOATOTOBJICHHYIO MPOOUPKY € 8 MIT TEIMIION CpesIbI.

OcCTOpOKHO NepemMelIaiTe TUIETUPOBAHUEM.

Lentpudyrupyiite npu 200Xg B TeueHHe 5 MUHYT ITPU KOMHATHOW TeMITEpaType.

Oman 4. Iloces

1.

asrwN

VYo6pats cynepHarant. Jloseiite cpeny 10 00b€Ma, HE0OXOIUMOTo Ui roceBa B T25:
00BIYHO 3-5 MJI. AKKYpaTHO pecyClieHAupYHTe.

[lepeHecuTe KIETOYHYIO CYCIIEH3UIO B TIOJITOTOBICHHBIN (priakoH T25.

PaBHOMEpHO pacnpenienuTe KIETKU MO MOBEPXHOCTH, TOKaunBas (PJIakoH KpecT-HAKPECT.
[Tomectute dmakon B unkyodarop (37°C, 5% COz).



2. OXUJJAEMBIE PE3VJIbTATBI 1 KOHTPOJIb

Cpok nocine | Oxxugaemasi KapTUHA

1oceBa

24 yaca [Ipukpenuiiocs He MmeHee 60% KJIETOK, Hauyaau pacIulacThIBaThCA, €AUHUYHBIC
OKPYIJIbIE KIIETKHA

2—4 nHs 70-90% xOH]ITIOIHTHOCTD (MOHOCIOH), KJICTKH UMEIOT TUITUYHYIO
«OyIBIKHUKOOOPA3HYI0» MOP(OIOTHIO

3—7 nHew Joctuxenne 100% koHGIIOIHTHOCTH — Opa NacCUPOBATh (eciu TpeOyeTcs)

Hpumeuanue: e nepxxure kietku npu 100% xordmosHTHOCTH AONbLIe 1-2 1HEH, nHAUYE OHU

HauYHYT IuddepeHupoBaThCS.

PucyHoK 1. Knemku HUVEC cpa3y
nocse pa3mopo3Ku

PucyHok 2. Knemku HUVEC yepe3 24
yaca nocse pasmoposKu

PucyHok 3 [oaHas KOH@A3IHMHOCMb
HUVEC nepsozo naccaxa

3. BOBMOXHBIE ITPOBJIEMbI 1 UX PELLHEHW A

[Tpobnema

BeposiTHast nmpuunHa

[HetictBue

Huskas npukperniseMocTs
(<50%)

Kpuonospexnaenue,
CJIMIIKOM J0JTast
pa3MoOpo3Ka, XOJIOIHAs
cpena

IIpoBepuTs NPOTOKOII
Pa3MOpO3KH; MMPU TOBTOPHOM
3aKa3e COOOIINUTh HaM

MennenHslii pocr,

HGHOI[XOI[}IIJ_IBJI cpeaa,

IIpoBeputs coctaB cpesl,

(cumkom 6s1cTpo), DMSO
HE OTMBIT

BaKyOJIA3aUs HHM3KO€ KauecTBO FBS, HUCKJIIOYUTH KOHTAaMHHAIIUIO
MMKOIIIa3Ma

MaccoBast rubenp KIeToK HenpasuisHoe YMEHBIINTH CKOPOCTh

IOCJIe Pa3MOPO3KHU HneHTpudyrupoBanme eHTpUuyrupoBaHusi, CTpOro

coOmronarh passenenue 1:10

Knertku orcnauBatorcs
"XJ0mbsIMU" TIPU CMEHE CPEJIbl

Crpys cpenbl nonaia npsMo
B MOHOCJION; epena
TeMIIepaTryp.

CMeny cpefibl IPOBOJUTH OYCHb
AKKypaTHO, MUIETKOH M0 CTeHKE
¢dnakona. Cpeny o0s3aTenbHO

TpeTh.

bakrepuanbHas/rpubKoBast
KOHTAaMHHAIIHS

HapymeHI/Ie CTCPUIILHOCTU

YTunusupoBaTh, MPOBEPUTH
paboty Ookca, JaMrHapa




