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Vispariga informacija

Description
HCE-T ir ar SV40 transforméta cilvéka radzenes epitélija Stinu linija, kas iegiita no primara cilvéka radzenes
epitélija. So [iniju izveidoja, infic&jot ar rekombinantu SV40-adenovirusa hibridvektoru (Ad-SV40), kas nodro$ina
stabilu SV40 liela T antigéna ekspresiju un nepartrauktu proliferaciju. Sakotnéjas raksturosanas mérkis bija radit
nepartraukti augosu radzenes epitélija Sunu liniju, kas neizdala brivas virusu dalinas.
Kultlira HCE-T Stinas parada tipisku epitélija “brugakmens” morfologiju un aug ka adhezivas monoslani. Ir zinots
par epitélija ultrastrukturalam pazimém, pieméram, desmosomam un apikalajam mikrovilam, un ir aprakstits,
ka Sis Stinas razo ar radzeni saistitu 64 kD keratinu. Piemeérotos diferenciacijas apstaklos (pieméram,
gaisa-Skidruma saskares kultiira uz kolagéna) HCE-T Suinas var veidot daudzslanu, stratificétas struktaras un
attistit izméramas barjeras ipasibas, kas atbalsta to izmantoSanu acs virsmas pétijumos.
HCE-T Siinas plasi izmanto, lai pétitu radzenes epitélija barjeras funkciju, caurlaidibu un preparatu ietekmi,
migracijas/regeneracijas procesus, ka ari Stinu reakcijas uz iekaisuma vai kairinosiem stimuliem. Tomér
transportieru ekspresijas modeli un diferenciacijas markieru profili var atskirties no dabiskas cilvéka radzenes
un primarajam limba/radzenes epitélija sistemam. Tapéc HCE-T vislabak piemérots mehaniskiem un
salidzinoSiem in vitro pétijjumiem, savukart tiesa kvantitativa ekstrapolacija uz in vivo cilvéka radzenes
absorbciju vai radzenes diferenciacijas biologiju javeic ar piesardzibu.

Organism Cilveks

Tissue Acs, radzene, epitélijs

Synonyms HCET, cilvéka radzenes epitélija Stinas - parveidotas, HCE, SV40-HCEC

Raksturojums

Age 49 gadi

Gender Sievietes

Ethnicity Japanu

Morphology Epitélija

Cell type Epitélija $iina

Growth Adherent

properties

Normativie dati
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HCE-T (Cytion kataloga numurs 305255)

9606

CellosaurusAccession CVCL_1272

GMO Status

GMO-S1: Si cilvéka radzenes epitélija $inu linija (HCE-T) satur SV40 agrina regiona konstrukciju (RSV-T /
pRSV-T vektoru), kas nodrosina imortalizaciju. Inserts ir stabili integréts primarajas cilvéka radzenes
epitélija $anas. ST klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un var at3kirties citur.

Biomolekularie dati

Viruses Transformants: RSV-T plazmida (pRSV-T). ST plazmida ir SV40 ori-konstrukcija, kas satur SV40 agrina regiona
génus un Rous sarkomas virusa garo terminalo atkartojumu.

Products Keratins (64kD)

Darbs ar

Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glikozes, w: 2,5 mM L-glutamina, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM natrija piruvata,

Medium w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820400a)

Supplements Papildinat barotni ar 5% FBS, 1% ITS (0,625 mg/ml cilvéka insulina, 0,625 mg/ml cilvéka transferina, 0,625
mikrogramu/ml natrija selenitta, 0,535 mg/ml linolskabes, 125 mg/ml BSA) un 10 ng/ml cilvéka EGF

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Nonemt veco barotni no pielipusajam $lnam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam
izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75 kolbam - 5-10 ml. Péc tam pilniba parklajiet Slinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml
T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatiira 8-10 minutes, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifuggjiet
3 mindtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendgjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu
krioinducéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek satitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatlra, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 minUtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stinu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augSanu.

8. levérojiet noteiktos subkultiiru protokolus, lai nodrosinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

P o _
37°C, 5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Neviens

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperattru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pd':;lt?ogns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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