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Obecné informace

Description
Buriky Madin-Darbyho psi ledviny typu Il (MDCK-II) jsou epitelialni bunéénou linii odvozenou z ledvin dospélych
fen kokrspanéla. Tyto buriky jsou Siroce vyuZivany v biomedicinském vyzkumu diky své jedine¢né schopnosti
vytvaret tésné spoje a polarizované monovrstvy, coZ jsou charakteristické znaky epitelidlnich tkani. Buriky
MDCK-II vykazuji robustni riistové a diferenciaéni vlastnosti, coz z nich ¢ini vynikajici model pro studium biologie
epitelidlnich bunék, véetné bunééné polarity, transportnich procesi a bariérové funkce
Buné&cna linie MDCK-I1 je zvlasté cenna pro zkoumani mechanismu interakci mezi virem a hostitelem, zejména
pro vyzkum viru chfipky. Schopnost bunék vytvaret polarizované monovrstvy je idedlni pro studium smérového
uvoliovani a Sifeni virG. Kromé toho se buriky MDCK-II ¢asto pouzivaji pfi studiich transportu a toxicity [&Civ,
protoZe jejich dobre definované tésné spoje poskytuji spolehlivy model pro hodnoceni propustnosti a bariérové
funkce epitelialnich bunék. Jejich reaktivita na rlizné rdstové faktory a hormony dale zvysuje jejich uzite¢nost v
rtiznych vyzkumnych aplikacich
Vzhledem k tomu, Ze buniky MDCK-Il pochazeji z ledvinové tkané, pouzivaji je vyzkumnici také ke zkoumani
fyziologie a patofyziologie ledvin. Tato bunécna linie umozZriuje nahlédnout do funkce ledvinovych epitelialnich
bunék, véetné transportu iontt, regulace tekutin a bunécnych reakci na poranéni. Celkové lze Fici, Ze buriky
MDCK-II jsou vSestrannym a nezbytnym nastrojem pri studiu biologie epitelialnich bunék a souvisejicich
biomedicinskych obor(

Organism Psi

Tissue Ledviny

Disease Normal kidney epithelium

Applications Virology; epithelial transport studies; tight junction research; drug permeability assays; cell biology

Synonyms MDCK Il, MDCKIIl, MDCK2, MDCK-2, MDCK typ I, MDCKII-WT

Charakteristika

Breed/Subspecies Kokrdpanél

Age Dospéli

Gender Zeny

Morphology Epithelial-like

Cell type Epitelové
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Growth Adherentni
properties
Regulaéni udaje
Citation MDCK-II (katalogové &islo Cytion 305233)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9615

CellosaurusAccession CVCL_0424

GMO Status No genetic modification; wildtype cell line

Biomolekularni data

’ ’
Zpracovani
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/l NaHCO3, w: EBSS (¢islo ¢lanku Cytion 820100a)
Medium
Supplements Doplrite médium o 10 % FBS a 1 % NEAA
Dissociation Accutase
Reagent
Doubling time approx. 16-20 hours
Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
banky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné promichejte bunky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.
Split ratio 1to5
Seeding 2to 5x 10% cells/cm?
density
Fluid renewal 2 to 3 times per week
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Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzZeni kryovialku bud okamzité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezlistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pratokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvi¢ku a pfeneste buné¢nou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivaéniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation
Atmosphere 37°C,5 %coz’ zvlhéena atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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