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Vseobecné informacie

Description
HCE-T je ludska rohovkova epitelova bunkova linia transformovana virusom SV40, odvodena z primarneho
[udského rohovkového epitelu. Tato linia bola vytvorena infekciou rekombinantnym hybridnym vektorom
SV40-adenovirus (Ad-SV40), ktory umoziiuje stabilnd expresiu velkého T-antigénu SV40 a nepretrzitu
proliferaciu. Pévodna charakterizacia bola Specificky zamerana na vytvorenie nepretrzite rasticej rohovkovej
epitelovej bunkovej linie bez uvolfiovania volnych virusovych &astic.
V kultdre vykazuji bunky HCE-T typickU epitelovi ,dlazobn(“ morfoldgiu a rastt ako adhezivne monovrstvy.
Boli popisané ultrastrukturalne epitelidlne znaky, ako st desmozomy a apikalne mikrovili, a bolo zistené, Ze
bunky produkuju keratin s molekulovou hmotnostou 64 kD asociovany s rohovkou. Za vhodnych podmienok
diferenciacie (napr. kultivacia na rozhrani vzduch-kvapalina na kolagéne) mézu bunky HCE-T vytvarat
viacvrstvové, stratifikované Struktdry a vyvijat meratelné bariérové vlastnosti, o podporuje ich vyuZitie vo
vyskume povrchu oka.
Bunky HCE-T sa Siroko pouZzivaju na stadium bariérovej funkcie rohovkového epitelu, permeability a G¢inkov
formulacii, procesov suvisiacich s migraciou/opravou a bunkovych reakcii na zapalové alebo drazdivé podnety.
Vzorce expresie transportérov a profily diferencialnych markerov sa vSak mézu lisit od pévodnej ludskej rohovky
a od primarnych limbalnych/rohovkovych epitelovych systémov. Preto st HCE-T najvhodnejsie pre
mechanistické a komparativne in vitro Studie, zatial ¢o priame kvantitativne extrapolacie na in vivo absorpciu
ludskej rohovky alebo bioldgiu diferenciacie rohovky by sa mali vykonavat s opatrnostou.

Organism Ludské

Tissue Oko, rohovka, epitel

Synonyms HCET, Human Corneal Epithelial cells-Transformed, HCE, SV40-HCEC

Charakteristika

Age 49 rokov

Gender Zeny

Ethnicity Japonsky

Morphology Epitelové

Cell type Epitelovd bunka

Growth Adherent

properties
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Regulacne udaje

Citation HCE-T (katal6gové &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 umozZriuje imortalizaciu. Vlozka je stabilne integrovana do
primarnych ludskych 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 obsahujlica gény v€asnej oblasti
SV40 a dlhé terminalne opakovanie virusu Rousovho sarkomu.

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 (&fslo vyrobku Cytion 820400a)

Supplements Dopliite médium o 5 % FBS, 1 % ITS (0,625 mg/ml ludského inzulinu, 0,625 mg/ml ludského transferinu, 0,625
mikrogramov/ml seleni¢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
1-2 mlpre 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
minUty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v Cerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.
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Freeze Ako kryokonzervacné 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 sposobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazend, pretoZe bunky sa prepravuji 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 zabezpecili
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, pricom ju jemne mieSajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

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

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

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

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

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

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

Flask Coating Ziadne

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

dostatoénym 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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