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Obecné informace

Description
Bunécna linie 3D4/21 predstavuje model prasecich alveolarnich makrofagt, ktery se hojné vyuziva ve studiich
zabyvajicich se imunitnimi reakcemi a virovymi infekcemi. Tyto buriky jsou obzvlasté cenné pro vyzkum
respiracnich infekci u prasat, jako jsou napriklad infekce zplsobené virem praseci chfipky (SIV) a senecavirem A
(SVA). Vzhledem k tomu, Ze pochazeji z alveolarnich makrofagu, slouzi buriky 3D4/21 jako kli¢ovy in vitro systém
pro zkoumani interakci mezi hostitelem a patogenem, se zamérenim na imunitni mechanismy, které prasata
vyuZivaji proti respiranim patogentm.
Buriky 3D4/21 se Casto vyuZivaji k prozkoumani molekularnich drah spousténych béhem infekci. Napriklad v
souvislosti s infekcemi SIV studie ukazaly, Ze buriky 3D4/21 vyvolavaji imunitni reakci prostfednictvim exprese
rtznych cytokin( a receptorl rozpoznavajicich viry, jako jsou RIG-1 a TLR7. Kromé toho tyto buriky sehraly
klicovou roli pfi identifikaci toho, jak riizné molekuly RNA, véetné miRNA, IncRNA a circRNA, pfispivaji k
regulaénim sitim béhem virovych infekci, ¢imZ poskytuji vhled do regulacnich mechanismd kompetitivni
endogenni RNA (ceRNA), které napomahaiji antivirové obrané. To se ukazalo jako obzvlasté uzitecné pri
objasfiovani imunitnich reakci vyvolanych rGznymi kmeny vir praseci chipky, jako jsou HIN1 a H3N2.
Kromé toho byly buriky 3D4/21 vyuZzity ke studiu autofagie a jeji role v potlaovani infekci. Napfiklad béhem
infekce Haemophilus parasuis vykazuji tyto buriky autofagické reakce regulované prostrednictvim signalni
drahy AMPK. Tento autofagicky mechanismus nejenze prispiva k potlaceni bakterialni invaze, ale také pomaha
porozumét patogenezi onemocnéni, jako je Gldsserova choroba, ktera postihuje prasata ve stresu. Diky tomu
zUstava bunééna linie 3D4/21 i nadale cennym nastrojem pro imunologicky vyzkum a vyzkum infekénich
onemocnéni v kontextu zdravi prasat.

Organism Prase

Tissue Plice

Synonyms IPAM 3D4/21, IPAM-WT

Charakteristika

Breed/Subspecies  Landrace

Age 12 tydn(

Gender Nespecifikovdno

Morphology Makrofigy

Cell type Alveolarni makrofag

Growth Adherentni

properties
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Regulacni udaje

Citation 3D4/21 (katalogové &islo Cytion 305357)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9823

CellosaurusAccession CVCL_OF14

Biomolekularni data

Viruses Transformant: Simian virus 40 (SV40)
’ ’
Zpracovani
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Dopliite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Seeding 1-3x10%/cm?
density
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
zplUsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

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 obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

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

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

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho 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 kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

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

o Eo . ,
37°C,5 /0C02’ zvlhéena atmosféra.

Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji 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 lahvicky do vhodného skladu.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvi¢ky do kapalného dusiku v plynné fazi pri teploté priblizné -150 az -196
°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza
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Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vylou¢ena 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¢né kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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