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Obecné informace

Description
HCE-T je lidska rohovkova epitelialni bunécna linie transformovana virem SV40, odvozena z primarniho lidského
rohovkového epitelu. Tato linie byla vytvorena infekci rekombinantnim hybridnim vektorem SV40-adenoviru
(Ad-SV40), ktery umoziuje stabilni expresi velkého T-antigenu SV40 a nepretrzitou proliferaci. PGvodni
charakterizace byla specificky zaméfena na vytvoreni nepretrzité rostouci rohovkové epitelidlni bunééné linie
bez uvolriovani volnych virovych ¢astic.
V kulture vykazuji buriky HCE-T typickou epitelialni ,dlazdicovou morfologii a rostou jako adhezivni
monovrstvy. Byly popsany ultrastrukturalni epitelialni znaky, jako jsou desmosomy a apikalni mikrovilli, a bylo
popsano, Ze buriky produkuji keratin o molekulové hmotnosti 64 kD asociovany s rohovkou. Za vhodnych
diferenciacnich podminek (napf. kultivace na rozhrani vzduch-kapalina na kolagenu) mohou buriky HCE-T tvofrit
vicevrstvé, stratifikované struktury a vyvinout méritelné bariérové vlastnosti, coz podporuje jejich pouziti ve
vyzkumu o¢niho povrchu.
Buriky HCE-T se Siroce pouzivaji ke studiu bariérové funkce rohovkového epitelu, permeability a G¢inkd
formulaci, procesu souvisejicich s migraci/opravou a bunécnych reakci na zanétlivé nebo drazdivé podnéty.
Vzory exprese transportérd a profily diferenciacnich markerd se vSak mohou lisit od pfirozené lidské rohovky a
od primarnich limbalnich/rohovkovych epitelovych systémd. Proto jsou HCE-T nejvhodnéjsi pro mechanistické a
srovnavaci in vitro studie, zatimco pfima kvantitativni extrapolace na in vivo absorpci lidské rohovky nebo
biologii diferenciace rohovky by méla byt provadéna s opatrnosti.

Organism Clovék

Tissue Oko, rohovka, epitel

Synonyms HCET, Human Corneal Epithelial cells-Transformed, HCE, SV40-HCEC

Charakteristika

Age 49 let

Gender Zeny

Ethnicity Japonsky

Morphology Epitelové

Cell type Epitelovd burika

Growth Adherentni

properties
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Regulacni udaje

Citation HCE-T (katalogové C&islo Cytion 305255)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1272

GMO Status GMO-S1: Tato linie lidskych rohovkovych epitelialnich bunék (HCE-T) obsahuje konstrukt s ¢asnou
oblasti SV40 (vektor RSV-T / pRSV-T), ktery umoziiuje imortalizaci. Vlozka je stabilné integrovana do
primarnich lidskych rohovkovych epitelialnich bunék. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a jinde se
muzZe lisit.

Biomolekularni data

Viruses Transformant: plazmid RSV-T (pRSV-T). Tento plazmid je ori-konstrukt SV40 obsahujici geny rané oblasti SV40 a
dlouhou terminalni repetici viru Rousova sarkomu.

Products Keratin (64kD)
[ 4
Zpracovani
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-Glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu
Medium sodného, w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)
Supplements Dopliite médium 0 5 % FBS, 1 % ITS (0,625 mg/ml lidského inzulinu, 0,625 mg/ml lidského transferinu, 0,625

mikrogram(/ml seleni¢itanu sodného, 0,535 mg/ml kyseliny linolové, 125 mg/ml BSA) a 10 ng/ml lidského EGF

Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hoi¢iku. Pro bariky T25 pouZzijte

3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pficemz pouzijte 1-2 ml pro
bariky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a pfeneste je do
novych banék, které jiz obsahuji Cerstvé médium.

Split ratio Doporucuje se pomér 1:8
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Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spoleCnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, Ze lahvicka zlstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrZely optimalni teploty.

2. Po obdrzZeni kryovialku bud okamzité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponorenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezlistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvi¢ku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivacniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation
Atmosphere 37°C,5 %coz’ zvlhéena atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky pfechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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