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Yleisia tietoja

Description
HCE-T on SV40-transformoitu ihmisen sarveiskalvon epiteelisolulinja, joka on perdisin primaarisesta ihmisen
sarveiskalvon epiteelista. Linja perustettiin infektoimalla soluja rekombinantilla SV40-adenovirus-
hybridivektorilla (Ad-SV40), mika mahdollisti SV40-viruksen suuren T-antigeenin vakaan ilmentymisen ja
jatkuvan proliferaation. Alkuperaisen karakterisoinnin tavoitteena oli nimenomaan luoda jatkuvasti kasvava
sarveiskalvon epiteelisolulinja, joka ei vapauta vapaita viruspartikkeleita.
Viljelyssa HCE-T-solut osoittavat tyypillista epiteelin “kivikadun” morfologiaa ja kasvavat kiinnittyneina
yksikerroksina. Epiteelin ultrastruktuurisista piirteista, kuten desmosomeista ja apikaalisista mikrovilluksista,
on raportoitu, ja solujen on kuvattu tuottavan sarveiskalvoon liittyvaa 64 kD:n keratiinia. Sopivissa
erilaistumisolosuhteissa (esim. kollageenilla toteutettu ilma-neste-rajapintaviljely) HCE-T-solut voivat
muodostaa monikerroksisia, kerrostuneita rakenteita ja kehittdaa mitattavia esteominaisuuksia, mika tukee
niiden kayttoa silman pinnan tutkimuksessa.
HCE-T-soluja kaytetdan laajalti sarveiskalvon epiteelibarrierin toiminnan, lapaisevyyden ja formulaatioiden
vaikutusten, migraatioon/korjautumiseen liittyvien prosessien seka solujen reaktioiden tulehdus- tai arsyttaviin
arsykkeisiin tutkimiseen. Kuljettajaproteiinien ilmentymismallit ja erilaistumismarkkeriprofiilit voivat kuitenkin
poiketa luonnollisesta ihmisen sarveiskalvosta ja primaarisista limbaalisista/sarveiskalvon
epiteelijarjestelmista. Siksi HCE-T sopii parhaiten mekanistisiin ja vertaileviin in vitro -tutkimuksiin, kun taas
suoraa kvantitatiivista yleistysta in vivo -ihmisen sarveiskalvon imeytymiseen tai sarveiskalvon
erilaistumisbiologiaan tulisi tehda varovaisesti.

Organism lhminen

Tissue Silma, sarveiskalvo, epiteeli

Synonyms HCET, ihmisen sarveiskalvon epiteelisolut - muunnetut, HCE, SV40-HCEC

Ominaisuudet

Age 49 vuotta

Gender Nainen

Ethnicity Japanilainen

Morphology Epiteeli

Cell type Epiteelisolu

Growth Tarttuva

properties
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Saantelytiedot
Citation HCE-T (Cytionin luettelonumero 305255)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1272

GMO Status GMO-S1: Tama ihmisen sarveiskalvon epiteelisolulinja (HCE-T) sisaltaa SV40-alkuisen alueen
konstruktiota (RSV-T / pRSV-T-vektori), joka mahdollistaa kuolemattomuuden. Insertti on integroitu
vakaasti ihmisen sarveiskalvon epiteelisoluihin. Tama luokitus koskee vain Saksaa, ja se voi poiketa
muualla.

Biomolekyylitiedot

Viruses Transformantti: plasmidi RSV-T (pRSV-T). Tdma plasmidi on SV40-ori-rakenne, joka sisaltda SV40:n varhaisen
alueen geenit ja Rous-sarkoomaviruksen pitkan terminaalisen toiston.

Products Keratiini (64kD)
Kasittely
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L glukoosia, w: 2,5 mM L-glutamiinia, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM
Medium natriumpyruvaattia, w: 1,2 g/L NaHCO3 (Cytionin artikkelinumero 820400a)
Supplements Taydennetdan elatusainetta 5 % FBS:lla, 1 % ITS:1la (0,625 mg/ml ihmisen insuliinia, 0,625 mg/ml ihmisen

transferriinia, 0,625 mikrogrammaa/ml natriumseleniittia, 0,535 mg/ml linolihappoa, 125 mg/ml BSA:ta) ja 10
ng/mlihmisen EGF:3a

Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Poista vanha valiaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll3, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta

T25-pulloissa 3-5 ml PBS:3a ja T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan Accutase-valmisteella,
kadyttden 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen inkuboitua huoneenlammdssa 8-10
minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jdlkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n véliaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havita supernatantti,
suspendoi solut uudelleen tuoreessa valiaineessa ja siirra ne uusiin pulloihin, jotka sisaltavat jo tuoretta
véliaineita.
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Freeze Kryosailytysmediana kaytamme tdydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittavan

medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:td (Cytionin luettelonumero 800100), joka
sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.

Thawing and

Culturing Cells 1. Varmista, ettd injektiopullo pysyy syvajaadytettyna toimitettaessa, silld solut kuljetetaan kuivajaassa,
jotta optimaalinen l@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetadn valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vettd ja antimikrobista ainetta, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes
jaastd on jaljelld pieni jaamohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirrd solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka siséltda 8
ml huoneenlampdista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja havita varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jdannospakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirra kaikki
valiaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.

Incubation

o £ . ..

Atmosphere 37°C, 5%y kostutettu ilmakeha.

Flask Coating Ei mitdan

Freezing

Procedure Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.
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Shipping

Conditions Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Storage

Conditions Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan héyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -

196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta / Geneettinen profiili / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla etta luminesenssiin perustuvilla
mykoplasman osoitusmenetelmilla.
Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.
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