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Vispariga informacija

Description 5
Stinu linija SRA01/04 ir imortalizéta cilveka lécas epitélija Stnu linija, kas izstradata, lai parvarétu

ierobeZojumus, kas saistiti ar cilvéka |écas epitélija (HLE) $inu primarajam kultdram. Sie ierobeZojumi ietver to
zemo proliferacijas sp&ju un gritibas iegt pietiekamu Sinu daudzumu no donoru [écam. SRA01/04 tika ieglta
no primaram HLE Stinam, kas tika iegltas no zidainiem, kuriem tika veikta operacija saistiba ar priekslaicigas
dzimSanas retinopatiju. Nemirstigumu panaca, veicot transfekciju ar plazmidu, kas nes SV40 liela T antigéna
génu RSV promotora kontrolé. S pieeja lauj izvairities no dziva virusa izmanto$anas un nodro$ina vienveidiga
klona ar nemainigam ipasibam atlasi.

SRA01/04 siinas uzrada stabilu proliferaciju vairak neka 130 pasazos, ar populacijas dubulto$anas limeni
aptuveni 3,5 reizes katra pasaza. Morfologiski tas saglaba monoslani ar epitélija pazimém. Hromosomu analize
atklaja hipotetraploidu kariotipu, kas atbilst nemirstigajam statusam. Izoenzimu fenotips apstiprinaja to
cilvécisko izcelsmi. Svarigi, ka St Stinu linija saglaba |écas specifiskas molekularas Tpasibas, tostarp aA- un 3B-
kristalinu un aldézredukcazes ekspresiju, lai gan proteinu limenis ir zemaks neka primarajas HLE kultaras. Ar RT-
PCR tika noteikta ari abu kristalinu mRNA, un sekvencésana apstiprinaja 100 % identitati ar publicétajam cilveka
sekvencém. Tas padara SRA01/04 par pirmo izveidoto cilvéka l&cas Sunu liniju, par kuru pieradits, ka ta ekspresé
gan aA-, gan BB-kristalinus.

Papildus kristalinu ekspresijai SRA01/04 ekspresé aldézreduktazi — fermentu, kas iesaistits poliolu sintézes cela,
kam ir nozime kataraktas attistiba. Lai gan optimalai augSanai nepiecieSams 20 % tela seruma, Stinas spéj
izdzivot un vairoties ari ar samazinatu seruma koncentraciju vai pat bez seruma, ja tas ieprieks ir piestiprinatas
pie kultiiras traukiem. ST pielago3anas spéja kopa ar to stabilo, |&cai raksturigo fenotipu padara SRA01/04 par
vértigu modeli l&cas fiziologijas, génu regulacijas |écas epitélija un kataraktas veidoSanas pamata esoso
mehanismu pétisanai.

Organism Cilvéks
Tissue Acs, acs |éca, epitélijs

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)

Raksturojums
Age 3 ménesi
Gender Viriesi
Morphology Epitélijveidigs

Cell type Acu léca
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Growth Adherent
properties
Normativie dati
Citation SRA01-04 (Cytion kataloga numurs 305436)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_7157

GMO Status GMO-S1: STSRA01-04 cilvéka |écas epitélija $Gnu [inija satur SV40 lield T-antigéna konstruktu, kas lauj
veikt pétijumus par acs &cu. ST klasifikacija ir spéka tikai Vacija un citas valstis ta var atSkirties.

Biomolekularie dati

Protein Genétiska integracija: Metode = transfekcija; GEns = UniProtKB; P03070; SV40 lielais T antigéns
expression
Isoenzymes LD, NP
Darbs ar
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glikozes, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natrija piruvata (Cytion
Medium izstradajuma numurs 820300a)
Supplements Papildinat barotni ar 20% FBS
Fluid renewal 2 reizes nedéla
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 atveselo$anos un samazinatu
krioinduceéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping
Conditions

Storage
Conditions

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

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, 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 pllismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

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

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

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

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodrosSinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

or 0 - _
37°C,5 /°C02’ mitrinata atmosféra.

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
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.

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 un molekulara analize
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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 kultdiras katru dienu vizuali parbauda.
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