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Altalanos informaciok

Description
A HCE-T egy SV40-vel transzformalt emberi szaruhartya-epitelialis sejtvonal, amelyet els6dleges emberi
szaruhartya-epitéliumbdl nyertek. A vonalat egy rekombinans SV40-adenovirus hibrid vektorral (Ad-SV40)
torténd fertézéssel hoztak létre, ami lehetévé tette az SV40 nagy T-antigén stabil expresszidjat és a sejtek
folyamatos szaporodasat. Az eredeti jellemzés kifejezetten arra iranyult, hogy olyan folyamatosan szaporodé
szaruhartya-epitelialis sejtvonalat hozzanak létre, amely nem bocsat ki szabad virusrészecskéket.
Tenyészetben a HCE-T sejtek tipikus epithelialis ,macskakdves” morfolégiat mutatnak, és adheziv
monorétegként novekednek. Ultrastrukturalis epithelialis jellemzdékrél, példaul deszmozémakrél és apikalis
mikrovillusokrél szamoltak be, és a sejteket tgy irtak le, hogy szaruhartyahoz kapcsolédoé 64 kD-os keratint
termelnek. Megfeleld differencialodasi koriilmények kozott (pl. kollagénon végzett levegé-folyadék hatarfelileti
tenyésztés) a HCE-T sejtek tobbrétegl, réteges struktirakat képezhetnek, és mérhet6 gatld tulajdonsagokat
fejleszthetnek ki, ami alatamasztja alkalmazasukat a szemfelszini kutatasokban.
A HCE-T sejteket széles korben hasznaljak a szaruhartya-epitelialis gatfunkcio, a permeabilitas és a
készitmények hatasainak, a migracidval/helyreallitassal kapcsolatos folyamatok, valamint a gyulladasos vagy
irritalé ingerekre adott sejtvalaszok vizsgalatara. A transzporterek expresszids mintazata és a differencialédasi
markerek profilja azonban eltérhet a nativ emberi szaruhartyatdl és az elsédleges limbus/szaruhartya-epitelialis
rendszerekt6l. Ezért a HCE-T leginkabb mechanisztikus és 6sszehasonlit in vitro vizsgalatokra alkalmas, mig az
in vivo emberi szaruhdrtya-abszorpciora vagy a szaruhartya-differencialodas biolégidjara vonatkozd kozvetlen
kvantitativ extrapolacidt 6vatosan kell elvégezni.

Organism Emberi

Tissue Szem, szaruhartya, ham

Synonyms HCET, Human szaruhartya epitélsejtek-transzformaltak, HCE, SV40-HCEC

”
Jellemzok

Age 49 év

Gender NGi

Ethnicity Japén

Morphology Epithelialis

Cell type Epithelsejt

Growth Adherent

properties
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Szabalyozasi adatok

Citation HCE-T (Cytion katalégusszam: 305255)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1272

GMO Status GMO-S1: Ez a human szaruhartya epithelsejtvonal (HCE-T) egy SV40 korai régidju konstrukciot tartalmaz
(RSV-T / pRSV-T vektor), amely lehet6vé teszi azimmortalizaciot. Az inszert stabilan integralodik a
primer human szaruhartya-hamsejtekbe. Ez a besorolas csak Németorszagban érvényes, mashol ett6l
eltérhet.

Biomolekularis adatok

Viruses Transzformans: RSV-T plazmid (pRSV-T). Ez a plazmid egy SV40 ori-konstrukcid, amely tartalmazza az SV40 korai
régid génjeit és a Rous szarkdma virus hosszi terminalis ismétlédését.

Products Keratin (64kD)
A kezelése
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L gliikdz, w: 2,5 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM natrium-piruvat, w:
Medium 1,2 g/L NaHCO3 (Cytion 820400a cikkszam)
Supplements A taptalajt 5% FBS-szel, 1% ITS-szel (0,625 mg/ml human inzulin, 0,625 mg/ml human transzferrin, 0,625

mikrogramm/ml natrium-szelenit, 0,535 mg/ml linolsav, 125 mg/ml BSA) és 10 ng/ml human EGAA-val kell
kiegésziteni

Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrél, és mossa éket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-

6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznalva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan dvatosan keverjlik 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
feluluszét, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at ket (j lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.
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Freeze Krioprezervalé taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids Uiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig dvatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertétlenitstik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolt, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletli taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenzidt két T25-6s tenyésztblombik kdzott; szuszpenzids kultirdk esetében az dsszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatés és ndvekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%(:02’ parasitott légkor.

Flask Coating Nincs

Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt ccomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,

hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels tarolohelyre.
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Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt ccomagolasban szallitjak, elegend6 hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldéedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld tarolhelyre.

Storage

Conditions Hosszd tavd tartdsitas céljabdl helyezze az livegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, koriilbelul -150 és -196 °C

kozotti hémeérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe valo atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezédést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapi mikoplazma-
kimutatasi mddszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezGdés elkerlilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellenérzésnek vetik ala.
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