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Bunécna linie IPEC-J2 je netransformovana, permanentni epitelialni bunécna linie odvozena z epitelu jejuna
novorozeného, nekojeného selatka. Buriky IPEC-J2 si zachovavaji strukturalni a funkcni vlastnosti zralych
enterocytd, coZ z nich ¢ini vynikajici model pro studium fyziologie a patologie stfeva. Tyto buriky tvofi
polarizovanou monovrstvu s tésnymi spoji a vykazuiji vysoky transepitelialni elektricky odpor (TEER), ktery je
nezbytny pro zkoumani funkci a permeability epitelidlni bariéry. Diky svému prase¢imu piivodu napodobuji
buriky IPEC-J2 fyziologii lidského streva vérnéji nez linie odvozené od hlodavcd, jako jsou IEC-6 a IEC-18, coz
zvySuije jejich vyznam ve zoonotickém a komparativnim vyzkumu.

Z funkéniho hlediska buriky IPEC-J2 exprimuji kli¢ové markery a cytokiny spojené s imunitnimi reakcemi, jako
jsou TNF-a a GM-CSF, a disponuiji fadou toll-like receptord (TLR), které usnadriuji studium interakci mezi
patogeny a hostitelem. Diky tomu jsou neocenitelné pro mikrobiologicky vyzkum, zejména pfi zkoumani
interakci s patogeny, jako je *Salmonella enterica* a patogenni *Escherichia coli*. Byly také vyuzity k hodnoceni

.....

cytoprotektivnich reakci.

Vyzkum s vyuzitim bunék IPEC-J2 se zabyval jejich reakcemi na oxidacni stres a jejich ochrannymi mechanismy.
Napfiklad bylo prokazano, Ze exogenni glutathion (GSH) chrani buriky IPEC-J2 pfed oxida¢nim poSkozenim tim,
Ze posiluje funkci mitochondrii, zlepsuje potencial mitochondrialni membrany a sniZuje hromadéni reaktivnich
forem kysliku (ROS). Tyto poznatky podtrhuji uzite¢nost bunék IPEC-J2 pfi studiu epitelialnich reakci na stres a
potencialnich terapeutickych zasah( pro zachovani integrity stfevni bariéry.

Prase

Tenké strevo, jejunum

Normalni

IPECJ2, linie stfevnich epitelidlnich bunék prasete - J2

Novorozenci

Nespecifikovano

Epitelu podobné

Enterocyt

Adherentni
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Regulacni udaje

Citation
Biosafety level

NCBI_TaxID

s v

IPEC-J2 (katalogové Cislo Cytion 305571)

9823

CellosaurusAccession CVCL_2246

Biomolekularni data

Zpracovani
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Fluid renewal

DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku
Cytion 820300a)

Dopliite médium o 10% FBS

Accutase

Odstranite 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 TrypLE Express, a to 1-2 ml pro bariky
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 buriky 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 Cerstvé médium.

1-3x 10*/cm?

1 az 2krat tydné

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatec¢né 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.
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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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