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Vseobecné informacie

Description
Bunka SRA01/04 je imortalizovana bunka epitelu ludskej SoSovky, ktora bola vyvinuta s cielom prekonat

obmedzenia spojené s primarnymi kultdrami buniek epitelu ludskej SoSovky (HLE). Medzi tieto obmedzenia
patri ich nizka schopnost proliferacie a taZkosti so ziskanim dostato¢ného mnoZstva buniek z darcovskych
SoSoviek. SRA01/04 bola odvodena z primarnych HLE buniek ziskanych od dojciat podstupujlcich operaciu pre
retinopatiu predcasne narodenych deti. Imortalizacia bola dosiahnuta transfekciou plazmidom nesucim gén
velkého T-antigénu virusu SV40 pod kontrolou promotora RSV. Tento pristup vylucuje pouZzitie Zivého virusu a
umoziuje selekciu jednotného klonu s konzistentnymi charakteristikami.

Bunky SRA01/04 vykazuju stabilnu proliferaciu pocas viac ako 130 pasaZi s Groviiou zdvojnasobenia populdcie
priblizne 3,5 na pasaz. Morfologicky si zachovavaji monovrstvu s epitelidlnymi charakteristikami.
Chromozémova analyza odhalila hypotetraploidny karyotyp, ¢o zodpoveda imortalizovanému stavu. Fenotyp
izoenzymov potvrdil ich ludsky pévod. DoleZité je, Ze bunkova linia si zachovava molekularne charakteristiky
Specifické pre SoSovku, vratane expresie aA- a BB-krystalinov a aldézreduktazy, hoci na nizsich proteinovych
hladinach, ako sa pozoruje v primarnych kultdrach HLE. mRNA pre oba krystaliny bola tieZ detekovana pomocou
RT-PCR a sekvenovanie potvrdilo 100 % zhodu s publikovanymi ludskymi sekvenciami. Vdaka tomu je SRA01/04
prvou etablovanou ludskou bunkovou liniou S03ovky, u ktorej bolo preukazané, Ze exprimuje krystaliny aA aj

BB.

Okrem expresie krystalinov exprimuje SRA01/04 aj ald6zreduktazu, enzym zapojeny do polyolovej drahy, ktora
suvisi s patogenézou katarakty. Hoci optimalny rast vyzaduje 20 % fetalneho bovinného séra, bunky mozu prezit
a mnozit sa aj pri znizenych hladinach séra alebo dokonca v bezsérovych podmienkach, ak st vopred
pripevnené k kultivacnym miskam. Tato adaptabilita spolu s ich stabilnym fenotypom Specifickym pre SoSovku
robi z SRA01/04 cenny model na stidium fyzioldgie SoSovky, regulacie génov v epitelu SoSovky a mechanizmov,
ktoré su zakladom tvorby katarakty.

Organism Ludské
Tissue Oko, o€nd 3o3ovka, epitel

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)

Charakteristika

Age 3 mesiace
Gender MuZi
Morphology Epitelu podobné

Cell type 0¢&nd 3o3ovka
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Growth Adherent
properties

¢, &

Regulacné udaje

Citation SRA01-04 (katalégové ¢islo Cytion 305436)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_7157

GMO Status GMO-S1: Tato ludska epitelova bunka SoSovky SRA01-04 obsahuje konstrukt velkého T-antigénu virusu
SV40, ktory umoziuje vyskum oc¢nej Sosovky. Tato klasifikacia plati iba v Nemecku a v inych krajinach sa
moze lisit.

Biomolekularne udaje

Protein Geneticka integracia: Metdda = transfekcia; Gén = UniProtKB; P03070; velky T-antigén virusu SV40
expression
Isoenzymes LD, NP

Spracovanie
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (islo vyrobku
Medium Cytion 820300a)
Supplements Doplrite médium o 20 % FBS
Fluid renewal 2 krét tyZdenne
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 obnovy a
zniZenie stresu spdsobeného 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 okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, 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 flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky 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
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného 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 Gc¢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%y zvlhcena atmosféra.

Shipping

Conditions 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.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovévanie umiestnite injek¢né 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 a molekularna analyza
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Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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