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Bendra informacija

Description
SRA01/04 lasteliy linija yra nemirtinga Zmogaus leSiuko epitelio [asteliy linija, sukurta siekiant jveikti

apribojimus, susijusius su pirminémis Zmogaus lesiuko epitelio (HLE) Iasteliy kultiiromis. Sie apribojimai apima
maZa lasteliy proliferacijos geba ir sunkumus gauti pakankama lasteliy kiekj is donory leSiuky. SRA01/04 buvo
gauta is pirminiy HLE lasteliy, paimty i$ naujagimiy, kuriems buvo atliekama operacija dél neiSneSioty
naujagimiy retinopatijos. Nemirtingumas buvo pasiektas transfekcijos biidu, naudojant plazmide, kurioje yra
SV40 didZiojo T antigeno genas, kontroliuojamas RSV promotoriaus. Sis metodas leidZia iSvengti gyvo viruso
naudojimo ir atrinkti vienoda klona su pastoviomis savybémis.

SRA01/04 lastelés rodo stabilig proliferacija per 130 paséliy, o populiacijos padvigubéjimo lygis sudaro mazdaug
3,5 per pasélj. Morfologiskai jos iSlaiko vieng sluoksnj su epitelinémis savybémis. Chromosomy analizé atskleidé
hipotetraploidinj kariotipa, atitinkantj nemirtingg bsena. Izofermenty fenotipas patvirtino jy Zmogiskaja kilme.
Svarbu pazyméti, kad lasteliy linija isSlaiko leSiui bidingas molekulinés savybes, jskaitant aA- ir BB-kristaliny bei
aldozés reduktazés ekspresija, nors baltymuy lygis yra Zemesnis nei pirminése HLE kulttirose. Abiejy kristaliny
mRNR taip pat buvo aptikta RT-PCR metodu, o sekvenavimas patvirtino 100 % tapatuma su paskelbtomis
Zmogaus sekvencijomis. Tai daro SRA01/04 pirmaja nustatyta Zzmogaus leSiuko lasteliy linija, kuri, kaip jrodyta,
ekspresuoja tiek aA-, tiek 3B-kristalinus.

Be kristaliniy baltymy ekspresijos, SRA01/04 linija ekspresuoja aldosés reduktaze - fermenta, dalyvaujantj
polioliy sintezés kelyje, kuris yra susijes su katarakta. Nors optimaliam augimui reikalingas 20 % verseliy
serumo, lastelés gali iSgyventi ir daugintis esant sumazintam serumo kiekiui arba netgi be serumo, jei jos is
anksto pritvirtintos prie kultarinés lékstelés. Sis prisitaikymas, kartu su stabiliu, leSiui bidingu fenotipu, daro
SRA01/04 vertingg modelj lesio fiziologijos, geny reguliacijos leSio epitelio lastelése ir katarakto susidarymo
mechanizmy tyrimams.

Organism Zmogus
Tissue Akiy obuolys, akies lesis, epitelis

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)

Charakteristikos
Age 3 ménesiai
Gender Vyras
Morphology | epitelj panasus

Cell type Akiy lesis
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Growth Prigludes
properties

Reguliavimo duomenys

Citation SRA01-04 (Cytion katalogo numeris 305436)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_7157

GMO Status GMO-S1: Si Zmogaus leSiuko epitelio [asteliy linija SRA01-04 yra modifikuota SV40 didZiojo T-antigeno
konstruktu, leidZianciu atlikti akies lesiuko tyrimus. Si klasifikacija galioja tik Vokietijoje ir kitose Salyse
gali skirtis.

Biomolekuliniai duomenys

Protein Genetiné integracija: metodas = transfekcija; genas = UniProtKB; P03070; SV40 didysis T antigenas
expression
Isoenzymes LD, NP
Tvarkymas
Culture DMEM, §: 4,5 g/l gliukozés, $: 4 mM L-glutamino, $: 3,7 g/l NaHCO3, S: 1,0 mM natrio piruvato (Cytion gaminio
Medium numeris 820300a)
Supplements Papildykite terpe 20 % FBS
Fluid renewal 2 kartus per savaite
Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiska augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO, kad baty uztikrintas
medium tinkamas gyvybingumas po atsildymo, arba CM-1 (Cytion katalogo numeris 800100), kurioje yra optimizuoty

osmoprotektoriy ir medZiagy apykaitos stabilizatoriy, kad bity pagerintas atsigavimas ir sumaZzintas
kriokonservavimo sukeltas stresas.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uzsaldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu biity palaikoma optimali temperatira.

2. Gave is karto laikykite kriovialg Zemesnéje nei -150 °C temperatiroje, kad uztikrintuméte lasteliy
vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

3. Jeinorite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindami jj j 37 °C temperatiros
vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

4. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
mégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatiiros mitybinés terpés, atsargiai iSmaisSykite.

6. Misinj centrifuguokite 300 x g greiciu 3 minutes, kad atsiskirty lastelés, ir atsargiai iSmeskite
supernatantg su Saldymo terpés likuciais.

7. Svelniai resuspenduokite lasteliy granules 10 ml SvieZios mitybinés terpés. Jei lastelés yra prigludusios,
suspensija padalykite j dvi T25 kolbas; jei tai suspensinés kultiiros, visa terpe perkelkite j vieng T25
kolba, kad paskatintuméte veiksminga lasteliy saveika ir augima.

8. Laikykités nustatyty subkultiiry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir bty palaikoma, taip
uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y drékintoje atmosferoje.

Shipping
Conditions Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu buty palaikoma mazdaug -78 °C temperatiira. Gave pakuote,

nedelsdami jg apziurékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Storage
Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skysta azotag mazdaug -150-196 °C temperatiroje.

Laikymas -80 °C temperatiiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé ir molekuliné analizé
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Sterility
Mikoplazmos uzterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos

aptikimo metodus.

Siekiant uztikrinti, kad nebuty uzterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielémis, lasteliy kultliros kasdien vizualiai

tikrinamos.
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