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Informatii generale

Description

Organism

Tissue

Synonyms

Caracteristici

Age

Gender

Morphology

Cell type

Linia celulara SRA01/04 este o linie celulara epiteliala a cristalinului uman imortalizata, dezvoltatd pentru a
depasi limitarile asociate culturilor primare de celule epiteliale ale cristalinului uman (HLE). Printre aceste
limitari se numara capacitatea lor redusa de proliferare si dificultatea de a obtine cantitati suficiente de celule
din cristalinele donatorilor. SRA01/04 a fost derivatd din celule HLE primare obtinute de la sugari supusi unei
interventii chirurgicale pentru retinopatia prematurilor. Imortalizarea a fost realizata prin transfectie cu un
plasmid care poartd gena antigenului T mare al SV40 sub controlul promotorului RSV. Aceasta abordare evita
utilizarea virusului viu si permite selectarea unui clon uniform cu caracteristici constante.

Celulele SRA01/04 prezinta o proliferare stabila pe parcursul a 130 de pasaje, cu un nivel de dublare a populatiei
de aproximativ 3,5 pe pasaj. Din punct de vedere morfologic, acestea mentin un monostrat cu caracteristici
epiteliale. Analiza cromozomiald a relevat un cariotip hipotetraploid, compatibil cu statutul de imortalizare.
Fenotipul izoenzimatic a confirmat originea lor umana. Un aspect important este faptul ca linia celulara
pastreaza trasaturi moleculare specifice cristalinului, inclusiv expresia cristalinei aA si B si a aldozoreductazei,
desi la niveluri proteice mai scazute decat cele observate in culturile primare de HLE. ARNm-ul pentru ambele
cristaline a fost, de asemenea, detectat prin RT-PCR, iar secventierea a confirmat o identitate de 100% cu
secventele umane publicate. Acest lucru face ca SRA01/04 sa fie prima linie celulara umana a cristalinului
stabilita despre care s-a demonstrat ca exprima atat cristalina aA, cat si cristalina 3B.

Pe langa expresia cristalinei, SRA01/04 exprima aldose reductaza, o enzima implicata in calea poliolilor, care
este relevanta pentru cataractogeneza. Desi cresterea optimad necesita 20% ser fetal bovin, celulele pot
supravietui si prolifera cu niveluri reduse de ser sau chiar in conditii fara ser, daca sunt atasate in prealabil la
vasele de culturd. Aceastd adaptabilitate, impreuna cu fenotipul lor stabil specific cristalinului, face din
SRA01/04 un model valoros pentru studierea fiziologiei cristalinului, a reglarii genice in epiteliul cristalinului si a
mecanismelor care stau la baza formarii cataractei.

Om

Ochi, cristalin, epiteliu

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)

3 luni

Masculin

De tip epitelial

Lentild oculara
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Growth Aderent
properties

Date de reglementare

Citation SRA01-04 (numdr de catalog Cytion 305436)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_7157

GMO Status GMO-S1: Aceastsd linie celulara epiteliala a cristalinului uman SRA01-04 contine un construct al
antigenului T mare al virusului SV40, care permite efectuarea de cercetari asupra cristalinului ocular.
Aceasta clasificare se aplica numai pe teritoriul Germaniei si poate diferi in alte tari.

Date biomoleculare

Protein Integrare genetica: Metoda = Transfectie; Gend = UniProtKB; P03070; Antigenul T mare al virusului SV40
expression
Isoenzymes LD, NP

Manipulare
Culture DMEM, w: 4,5 g/L glucoza, w: 4 mM L-glutaminad, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM piruvat de sodiu (numar articol
Medium Cytion 820300a)
Supplements Suplimentati mediul cu 20% FBS
Fluid renewal de 2 ori pe sdptdman3
Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
medium adecvatd dupa dezghetare sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati

si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de criogenie.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata

carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curata si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 micd aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspenda usor peletul celularin 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%(:02’ atmosfera umidificata.

Shipping
Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza

v ouanA

imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.

Storage
Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsd ntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

Controlul calitatii si analiza moleculara
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Sterility
Contaminarea cu micoplasma este exclusa utilizdnd atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.

Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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