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Bunkova linia HCE-T je odvodena z ludskych rohovkovych epitelovych buniek a bola imortalizovana
transfekciou plazmidom RSV-T (pRSV-T). Tento plazmid nesie povod replikacie SV40 (SV40 ori) a obsahuje gény
vCasnej oblasti SV40 spolu s dlhym terminalnym opakovanim virusu Rousovho sarkdmu (RSV-LTR). Tato
genetickd modifikacia umoznuje bunkdm HCE-T obist normalnu senescenciu, ¢o umoZiuje neobmedzenu
proliferaciu. Napriek svojej imortalizacii si tieto bunky zachovavaji mnohé funkéné a fenotypové charakteristiky
primarnych epitelovych buniek rohovky vratane typickej epitelovej morfoldgie, schopnosti vytvarat adherentné
monovrstvy a expresie cytokeratinov a inych zakladnych epitelovych markerov. V désledku toho st HCE-T bunky
neocenitelnym zdrojom pre o¢ny vyskum in vitro.

Bunky HCE-T sa Siroko vyuzivajui na skimanie réznych aspektov bioldgie rohovkového epitelu, ako je adhézia,
migracia, diferenciacia a reakcia na vonkajsie podnety vratane terapeutickych latok a environmentalnych
stresorov. Vdaka ich schopnosti napodobriovat podmienky rohovky in vivo st velmi vhodné na stidium
ochoreni rohovky, ako je syndrom suchého oka, keratitida a vredy rohovky. Tieto bunky sliZia ako délezity
model na skimanie mechanizmov ochoreni a testovanie potencialnej liecby. Okrem toho bunky HCE-T
zohravaju klicova Glohu pri vyvoji a testovani liekov pre oftalmologické aplikacie, pretoze pontkaju spolahlivi
platformu na hodnotenie bezpeénosti a G¢innosti novych liekov a systémov podavania liekov. Ich schopnost
dlhodobej kultivacie umoznuje trvalé vyskumné usilie, ktoré napomdaha vyvoju novych terapii zameranych na
zlep$enie zdravia odi.
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Citation HCE-T (katalgové ¢islo Cytion 305255)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1272

GMO Status GMO-S1: Tato linia ludskych rohovkovych epitelovych buniek (HCE-T) obsahuje konstrukt SV40 s ranou
oblastou (RSV-T / pRSV-T vektor), ktory umozriuje imortalizaciu. VloZka je stabilne integrovana do
primarnych [udskych rohovkovych epitelovych buniek. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a m6ze sa
liSit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Viruses Transformant: plazmid RSV-T (pRSV-T). Tento plazmid je ori-konstrukcia SV40 obsahujlca gény vcasnej oblasti
SV40 a dlhé terminalne opakovanie virusu Rousovho sarkému.

Products Keratin (64kD)
Spracovanie

Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu sodného,

Medium w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)

Supplements Dopliite médium 0 5 % FBS, 1 % ITS (0,625 mg/ml ludského inzulinu, 0,625 mg/ml ludského transferinu, 0,625
mikrogramov/ml selenic¢itanu sodného, 0,535 mg/ml kyseliny linolovej, 125 mg/ml BSA) a 10 ng/ml ludského
EGF

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky

T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju erstvé médium.

Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spésobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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