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Altalanos informaciok

Description
Az SRA01/04 sejtvonal egy halhatatlanna tett emberi szemlencse-epitelialis sejtvonal, amelyet az emberi

szemlencse-epitelialis (HLE) sejtek els6dleges tenyészeteivel kapcsolatos korlatok lekiizdése érdekében
fejlesztettek ki. Ezek a korlatok kozé tartozik a sejtek alacsony szaporodasi képessége, valamint az, hogy nehéz
elegendd mennyiségli sejtet nyerni a donorok szemlencséibél. Az SRA01/04-et koraszulott retinopatidja miatt
m(itéten atesett csecsemdktbl nyert primer HLE-sejtekbdl allitottak el6. Az immortalizalast az RSV-promoéter
szabalyozasa alatt alld, az SV40 nagy T-antigén gént hordozé plazmid transzfekcidjaval érték el. Ez a modszer
elkertili az é16 virusok hasznalatat, és lehet6vé teszi egy egységes, allandé jellemz6kkel rendelkezd kldn
szelekcidjat.

Az SRA01/04 sejtek 130 passzazson at stabil proliferaciot mutatnak, a populacié megduplazddasi szintje
passzazsonként korlilbelil 3,5. Morfoldgiailag epithelialis jellemz6kkel rendelkez6 monoréteget tartanak fenn. A
kromoszomalis elemzés hipotetraploid kariotipust tart fel, ami 6sszhangban all azimmortilizalt allapottal. Az
izoenzim-fenotipus megerGsitette emberi eredetiiket. Fontos kiemelni, hogy a sejtvonal megdrzi a lencse-
specifikus molekularis jellemz6ket, beleértve az aA- és BB-kristallinok, valamint az aldéz-reduktaz expressziojat,
bar alacsonyabb fehérjeszinteken, mint az els6dleges HLE-tenyészetekben megfigyelt értékek. Mindkét kristallin
mRNS-ét RT-PCR segitségével is kimutattak, és a szekvenalas 100%-o0s egyezést igazolt a publikalt emberi
szekvenciakkal. Ezzel az SRA01/04 az elsé olyan, emberi lencsébdl szarmazd, jol jellemzett sejtvonal, amelyr6l
kimutattak, hogy mind az aA-, mind a BB-kristallinokat expresszalja.

A kristallinok expresszidja mellett az SRA01/04 expresszélja az aldéz-reduktazt is, egy olyan enzimet, amely részt
vesz a poliol-Utvonalban, és amely relevans a sziirkehalyog kialakulasaban. Bar az optimalis névekedéshez 20%-
os borjluszérum sziikséges, a sejtek csokkentett szérumszint mellett is életben maradnak és szaporodnak, s6t
szérummentes korilmények kozott is, ha el6zetesen tenyésztéedényekhez rogzitik 6ket. Ez az
alkalmazkodoképesség, valamint a stabil, lencsespecifikus fenotipusuk miatt az SRA01/04 értékes modellnek
bizonyul a lencse fiziolégiajanak, a lencseepitéliumban zajlé génszabalyozasnak, valamint a sziirkehalyog
kialakulasanak alapjaul szolgalé mechanizmusok tanulmanyozasahoz.

Organism Emberi
Tissue Szem, szemlencse, hdm

Synonyms 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)

Jellemzok
Age 3 hénap
Gender Férfi
Morphology Epithelszer(i
Cell type Szemlencse
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Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation SRA01-04 (Cytion katalégusszam: 305436)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_7157

GMO Status GMO-S1: Ez az SRA01-04 emberi szemlencse-epitelialis sejtvonal egy SV40 nagy T-antigén konstrukcidt
tartalmaz, amely lehet6vé teszi a szemlencse kutatasat. Ez a besorolas kizardlag Németorszag teriiletén
érvényes, mas orszagokban eltéré lehet.

Biomolekularis adatok

Protein Genetikai integracio: Modszer=transzfekcid; Gén=UniProtKB; P03070; SV40 nagy T-antigén
expression
Isoenzymes LD, NP
&,
A kezelese
Culture DMEM, w: 4,5 g/L gliikdz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natrium-piruvat (Cytion cikkszam
Medium 820300a)
Supplements Ataptalajt 20% FBS-szel egészitsiik ki
Fluid renewal hetente 2 alkalommal
Freeze Krioprezervald taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznélunk 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 cs6kkentése érdekében.
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Thawing and

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

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megé6rzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcios liveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomé nem marad.

4. Az Osszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fert6tlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugéljuk 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 tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-0s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkolcsonhatas és novekedés 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%C02’ parasitott légkor.

Shipping
Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,

hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelelé taroldhelyre.

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

kozo6tti hémérsékleten. A -80 °C-on t6rténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe val¢ atvitel elétt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés
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Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi moédszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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