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Allman information

Description

Organism
Tissue

Synonyms

Egenskaper
Age
Gender
Morphology

Cell type

Cellinjen SRA01/04 ar en odddliggjord human lins-epitelcellinje som utvecklats for att dvervinna de
begransningar som ar forknippade med primarkulturer av humana lins-epitelceller (HLE-celler). Dessa
begransningar omfattar deras laga forokningsformdga och svarigheten att erhalla tillrackliga mangder celler
fran donatorlinser. SRA01/04 harstammar fran primara HLE-celler som erhallits fran spadbarn som genomgatt
operation for prematuritetsretinopati. Immortaliseringen uppnaddes genom transfektion med en plasmid som
bar genen for SV40:s stora T-antigen under kontroll av RSV-promotorn. Denna metod undviker anvdandning av
levande virus och mojliggor selektion av en enhetlig klon med konsekventa egenskaper.

SRA01/04-celler uppvisar stabil proliferation 6ver 130 passager med en populationsfordubbling pa cirka 3,5 per
passage. Morfologiskt sett bibehaller de ett monolager med epiteliala egenskaper. Kromosomanalys visade en
hypotetraploid karyotyp, vilket stammer verens med ett odddligt tillstand. Isozymfenotypen bekraftade deras
manskliga ursprung. Viktigt att notera ar att cellinjen behaller linsspecifika molekyldra egenskaper, inklusive
uttryck av aA- och BB-kristalliner samt aldosreduktas, om an vid lagre proteinnivaer an vad som observerats i
primara HLE-odlingar. mRNA for bada kristallinerna detekterades ocksa via RT-PCR, och sekvensering
bekréftade 100 % identitet med publicerade humana sekvenser. Detta gor SRA01/04 till den forsta etablerade
humana linscellinjen som visat sig uttrycka bade aA- och BB-kristalliner.

Utover uttrycket av kristalliner uttrycker SRA01/04 dven aldosreduktas, ett enzym som ingar i polyolvagen, vilket
ar relevant for kataraktbildning. Aven om optimal tillvaxt kraver 20 % fetalt bovint serum kan cellerna éverleva
och foroka sig med reducerade serumnivaer eller till och med under serumfria férhallanden om de forst fasts vid
odlingsskalar. Denna anpassningsformaga, tillsammans med deras stabila linsspecifika fenotyp, gér SRA01/04
till en vardefull modell for att studera linsens fysiologi, genreglering i linsepitelet och mekanismerna bakom
kataraktbildning.

Manniskan

Oga, 6gonlins, epitel

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 manader

Man

Epitelliknande

Ogonlins
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Growth Féljsam
properties

Lagstadgade uppgifter

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

CellosaurusAccession CVCL_7157

GMO Status GMO-S1: Denna SRA01-04-cellinje fran manskligt lins-epitel innehaller en konstruktion av SV40:s stora T-
antigen, vilket mojliggor forskning pa 6gonlinsen. Denna klassificering géller endast inom Tyskland och
kan skilja sig at i andra lander.

Biomolekylara data

Protein Genetisk integration: Metod=transfektion; Gen=UniProtKB; P03070; SV40:s stora T-antigen

expression

Isoenzymes LD, NP

Hantering

Culture DMEM, w: 4,5 g/L glukos, w: 4 mM L-glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natriumpyruvat (Cytion

Medium artikelnummer 820300a)

Supplements Komplettera mediet med 20% FBS

Fluid renewal 2 génger per vecka

Freeze Som kryokonserveringsmedium anvander vi komplett tillvéxtmedium (inklusive FBS) + 10% DMSO for adekvat

medium viabilitet efter upptining, eller CM-1 (Cytion katalognummer 800100), som innehaller optimerade
osmoprotektanter och metaboliska stabilisatorer for att forbattra aterhdmtningen och minska kryoinducerad
stress.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Bekrafta att flaskan ar djupfryst vid leverans, eftersom cellerna skickas pa torris for att bibehalla
optimala temperaturer under transporten.

2. Vid mottagandet ska du antingen forvara kryovialen omedelbart vid temperaturer under -150 °C for att
sdkerstalla att cellernas integritet bevaras, eller ga vidare till steg 3 om omedelbar odling kravs.

3. Vid omedelbar odling ska injektionsflaskan snabbt tinas genom att den sénks ned i ett 37 °C vattenbad
med rent vatten och ett antimikrobiellt medel och omrors forsiktigt i 40-60 sekunder tills en liten
isklump aterstar.

4. Utfor alla efterfdljande steg under sterila forhallanden i en flédeshuv och desinficera kryovialerna med
70 % etanol innan de 6ppnas.

5. Oppna forsiktigt den desinficerade flaskan och éverfér cellsuspensionen till ett 15 ml centrifugrér som
innehaller 8 ml rumstempererat odlingsmedium och blanda forsiktigt.

6. Centrifugera blandningen vid 300 x g i 3 minuter for att separera cellerna och kassera forsiktigt
supernatanten som innehaller resterande frysmedium.

7. Resuspendera forsiktigt cellpelleten i 10 ml farskt odlingsmedium. For adherenta celler, fordela
suspensionen mellan tva T25-kulturkolvar; for suspensionskulturer, 6verfor allt medium till en T25-kolv
for att framja effektiv cellinteraktion och tillvaxt.

8. Folj faststallda subkulturprotokoll for fortsatt tillvéxt och underhall av cellinjen, vilket sékerstaller
tillforlitliga experimentella resultat.

0 0, ..
37°C,5 /°C02’ befuktad atmosfar.

Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan dréjsmal dverforas till ldmplig forvaring.

For langtidsforvaring, placera flaskorna i flytande kvéve i angfas vid ca -150 till -196 °C. Férvaring vid -80 °C &r
acceptabelt endast som ett kort mellanliggande steg innan 6verforing till flytande kvave.

Kvalitetskontroll och molekylar analys
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Sterility
Mykoplasmakontaminering utesluts med hjalp av bade PCR-baserade analyser och luminiscensbaserade

metoder for mykoplasmadiagnostik.

For att sdkerstélla att det inte finns nagon kontaminering av bakterier, svamp eller jast utsatts cellkulturerna for
dagliga visuella inspektioner.
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