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Informacje ogélne

Description
Linia komdrkowa SRA01/04 to nieSmiertelna linia komdrek nabtonka soczewki ludzkiej, opracowana w celu

przezwyciezenia ograniczen zwigzanych z pierwotnymi hodowlami komérek nabtonka soczewki ludzkiej (HLE).
Ograniczenia te obejmuja ich niska zdolno$¢ proliferacyjna oraz trudnosci w uzyskaniu wystarczajacych ilosci
komérek z soczewek dawcow. Linia SRA01/04 zostata wyhodowana z pierwotnych komérek HLE pobranych od
niemowlat poddanych operacji z powodu retinopatii wczesniakéw. NieSmiertelnos$é uzyskano poprzez
transfekcje plazmidem zawierajacym gen duzego antygenu T wirusa SV40 pod kontrola promotora RSV.
Podejscie to pozwala uniknaé stosowania zywego wirusa i umozliwia selekcje jednolitego klonu o spéjnych
cechach.

Komorki SRA01/04 wykazuja stabilna proliferacje przez ponad 130 pasazéw, przy wspétczynniku podwojenia
populacji wynoszacym okoto 3,5 na pasaz. Pod wzgledem morfologicznym zachowuja one uktad
jednowarstwowy o cechach nabtonkowych. Analiza chromosomowa wykazata kariotyp hipotetraploidalny,
zgodny ze statusem komarek nieSmiertelnych. Fenotyp izozymowy potwierdzit ich ludzkie pochodzenie. Co
istotne, linia komorkowa zachowuje cechy molekularne charakterystyczne dla soczewki, w tym ekspresje
krystalin aA i BB oraz reduktazy aldozowej, cho¢ na nizszym poziomie biatkowym niz obserwowany w
pierwotnych hodowlach komérek HLE. Za pomoca RT-PCR wykryto réwniez mRNA obu krystalin, a
sekwencjonowanie potwierdzito 100-procentowa identycznosc z opublikowanymi sekwencjami ludzkimi. To
sprawia, ze SRA01/04 jest pierwsza ustanowiong ludzka liniag komdrkowa soczewki, w ktérej wykazano ekspresje
zaréwno krystalin aA, jak i BB.

Oprdcz ekspres;ji krystalin, linia SRA01/04 wykazuje ekspresje reduktazy aldozowej - enzymu bioracego udziat w
szlaku poliolowym, ktory ma znaczenie w patogenezie za¢my. Chociaz optymalny wzrost wymaga 20% surowicy
ptodowej bydlecej, komérki moga przetrwac i namnazacd sie przy obnizonym stezeniu surowicy, a nawet w
warunkach bezsurowicowych, jesli zostana wczesniej przyczepione do naczyn hodowlanych. Ta zdolno$é
adaptacyjna, w potaczeniu ze stabilnym fenotypem specyficznym dla soczewki, sprawia, ze linia SRA01/04
stanowi cenny model do badania fizjologii soczewki, regulacji genéw w nabtonku soczewki oraz mechanizméw
lezacych u podstaw powstawania zaémy.

Organism Cztowiek
Tissue Oko, soczewka oka, nabtonek

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)

Charakterystyka
Age 3 miesiace
Gender Mezczyzna

Morphology Podobny do nabtonka
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Cell type Soczewka oka
Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne
Citation
Biosafety level
NCBI_TaxID
CellosaurusAccession

GMO Status

SRA01-04 (numer katalogowy Cytion 305436)

9606

CVCL_7157

 Cytion

GMO-S1: Ta ludzka linia komérkowa nabtonka soczewki SRA01-04 zawiera konstrukt duzego antygenu T
wirusa SV40, umozliwiajacy prowadzenie badan nad soczewka oka. Klasyfikacja ta obowiazuje

wytacznie na terenie Niemiec i moze réznic sie w innych krajach.

Dane biomolekularne

Protein Integracja genetyczna: Metoda = transfekcja; Gen = UniProtKB; P03070; duzy antygen T wirusa SV40
expression
Isoenzymes LD, NP

Obstuga
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukozy, w: 4 mM L-glutaminy, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pirogronianu sodu (numer artykutu
Medium Cytion 820300a)
Supplements Uzupetnié podtoze 20% FBS
Fluid renewal 2 razy w tygodniu
Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu
medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra

zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping
Conditions

Storage
Conditions

1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa
wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucic supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdow.

or 0 s
37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Linie komérkowe poddane kriokonserwacji s3 wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od
-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.
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Kontrola jakosci i analiza molekularna

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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