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Obecné informace

Description

Organism

Tissue

Synonyms

Charakteristika

Age

Gender

Morphology

Cell type

Bunécna linie SRA01/04 je imortalizovana linie bunék epitelu lidské cocky, kterd byla vyvinuta za icelem
prekonani omezeni spojenych s primarnimi kulturami bunék epitelu lidské ¢ocky (HLE). Mezi tato omezeni patfi
jejich nizka schopnost proliferace a obtiznost ziskani dostate¢ného mnoZzstvi bunék z ¢ocek darcd. SRA01/04
byla odvozena z primarnich HLE bunék ziskanych od kojenct podstupuijicich chirurgicky zakrok z dGvodu
retinopatie pred¢asné narozenych déti. Imortalizace byla dosazena transfekci plazmidem nesoucim gen pro
velky T-antigen viru SV40 pod kontrolou promotoru RSV. Tento pfistup vylucuje pouZiti Zivého viru a umozriuje
selekci jednotného klonu s konzistentnimi charakteristikami.

Buriky SRA01/04 vykazuji stabilni proliferaci po dobu vice nez 130 pasaZi s Grovni zdvojndsobeni populace
priblizné 3,5 na pasaz. Morfologicky si zachovavaji monovrstvu s epitelidlnimi charakteristikami.
Chromozomalni analyza odhalila hypotetraploidni karyotyp, coZ odpovida imortalizovanému stavu. Fenotyp
izoenzym potvrdil jejich lidsky ptivod. DlleZité je, Ze bunééna linie si zachovava molekularni znaky specifické
pro ocni ¢ocku, véetné exprese krystalinti aA a BB a aldézoreduktazy, i kdyZ na nizsi proteinové Grovni nez v
primarnich kulturdch HLE. mRNA pro oba krystaliny byla rovnéZ detekovana pomoci RT-PCR a sekvenovani
potvrdilo 100% shodu s publikovanymi lidskymi sekvencemi. Diky tomu je SRA01/04 prvni zavedenou lidskou
oéni ¢ockovou bunécnou lini, u které bylo prokazano, Ze exprimuje jak aA-, tak BB-krystaliny.

Kromé krystalin( exprimuje SRA01/04 také ald6zreduktazu, enzym zapojeny do polyolové drahy, ktera hraje
dilezitou roli pfi vzniku katarakty. Ackoli optimalni riist vyzaduje 20 % fetalniho bovinniho séra, buriky mohou
prezit a proliferovat i pfi snizenych hladinach séra nebo dokonce v bezsérovych podminkach, jsou-li predem
pfipevnény k kultivaénim miskam. Diky této prizpUsobivosti a stabilnimu fenotypu specifickému pro o¢ni ¢ocku
predstavuje linie SRA01/04 cenny model pro studium fyziologie o¢ni ¢ocky, genové regulace v epitelu o¢ni ¢ocky
a mechanism0 vedoucich k tvorbé katarakty.

Clovék

Oko, o¢ni ¢ocka, epitel

SRA 01-04, HLEC-SRA 01-04, HLE-SRA-01-04, SRA01-04 (HLE), SRA 01/04, HLEC-SRA 01/04, HLE-SRA-01/04,
SRA01/04 (HLE)

3 mésice

Muzi

Epitelu podobné

0¢ni Cocka
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Growth
properties

Regulaéni udaje
Citation
Biosafety level

NCBI_TaxID

Adherentni

SRA01-04 (katalogové Cislo Cytion 305436)

9606

CellosaurusAccession CVCL_7157

GMO Status

GMO-S1: Tato lidska epitelidlni bunééna linie oéni ¢ocky SRA01-04 obsahuje konstrukt velkého T-
antigenu viru SV40, ktery umoziiuje vyzkum o¢ni ¢ocky. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a v
jinych zemich se muze lisit.

Biomolekularni data

Protein
expression

Isoenzymes
Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Seeding
density

Fluid renewal
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Geneticka integrace: Metoda = transfekce; Gen = UniProtKB; P03070; velky T-antigen SV40

LD, NP

DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (islo vyrobku
Cytion 820300a)

Dopliite médium o 20 % FBS

Accutase

2-4*1074/cm?

2krat tydné
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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%y zvlhéena atmosfeéra.

Shipping
Conditions 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 lahvicky do vhodného skladu.
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Storage

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

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

Kontrola kvality a molekularni analyza

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

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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