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Obecné informace

Description
Bunécna linie PK(15), odvozena z bunécné linie PK-2A, ktera byla vytvorena v roce 1955 z ledvin dospélého

prasete, je infikovana prase¢im onkovirem typu C (dfive znamym jako praseci endogenni retrovirus, PERV), ktery
je klasifikovan jako plvodce rizikové skupiny 2. Genom hostitelské buriky obsahuje 62 kopii genu *pol*, ktery
kéduje reverzni transkriptazu a dalsi proteiny.

Plivodné byly virové ¢astice produkované bunécnou linii PK(15) popsany jako defektni a neinfekéni pro riizné
bunécné linie savcl, véetné lidské bunécné linie, coz vedlo k jejimu zafazeni do rizikové skupiny 1. Nasledné
studie viak prokazaly, Ze lidské buriky 293 mohou byt produktivné infikovany bezbunéénym supernatantem
bunék PK(15). Toto zjisténi vedlo k tomu, Ze Némecka Ustredni komise pro biologickou bezpeénost (ZKBS) v
listopadu 2018 bunécnou linii PK(15) preklasifikovala.

Analyzy PCR odhalily, Ze pFenesené viry patfily k polytropnim podtypéim PERV-A a PERV-B. Kromé toho bylo
zjisténo, Ze virové ¢astice produkované burnikami 293 jsou odolné vici inaktivaci systémem lidského
komplementu.

Kromé virologického vyznamu slouzi bunécna linie PK(15) také jako vhodny hostitel pro transfekéni aplikace.
Diky svym adherentnim riistovym vlastnostem je velmi cennd v riznych vyzkumnych a experimentalnich
prostredich.

Organism Prase
Tissue Ledviny
Synonyms PK(15), PK (15), PK 15, PK15, praseci ledvina-15

Charakteristika

Breed/Subspecies = Hampshire

Age Dospéli
Gender MuZi
Morphology Epitelu podobné
Growth Monovrstva, adherentni
properties
~ e’ & .
Regulacni udaje
Citation PK-15 (katalogové ¢&islo Cytion 607426)
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Biosafety level )
Uroven biologické bezpecnosti 1.

Bunécna linie obsahuje sekvence praseciho onkoviru typu C (PCOV) a jejich transkripty a nelze vyloudit
moznost vylu¢ovani viru. V Némecku jsou tyto viry zafazeny do kategorie BSL 1 pro lidi a BSL 2 pro
zvifata (TRBA 462). Némecky Ustfedni vybor pro biologickou bezpecnost (ZKBS) vsak témto virlim a
infikovanym buné&énym liniim pfifadil klasifikaci BSL 2, pokud jsou pouZivany pro Gcely genetické
modifikace.

NCBI_TaxID 9823

CellosaurusAccession CVCL_2160

Biomolekularni data

Viruses PCV1 (prasedi cirkovirus 1) pozitivni, PCV2 negativni, PCV3 negativni
Virus Cholera prasat, africky mor prasat, vezikularni exantém prasat, slintavka a kulhavka (FMDV), vezikularni
susceptibility stomatitida (Indiana), vakcina, reovirus 2, 3, adenovirus 4, 5, coxsackievirus B2, B3, B4, BS, B6
Virus Poliovirus 2
resistance
Reverse Pozitivni
transcriptase
’ ’
Zpracovani
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/l NaHCO3, w: EBSS (Cislo ¢lanku Cytion 820100a)
Medium
Supplements Doplrite médium o 10 % FBS a 1 % NEAA
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hoi¢iku. Pro bariky T25 pouZzijte

3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouZzijte 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 pfeneste je do
novych banék, které jiz obsahuji Cerstvé médium.
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Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Post-Thaw
Recovery

Freeze
medium

Thawing and
Culturing Cells
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Doporucuje se pomér 1:2 a7 1:4

2 x 1074 bunék/cmA?2

2 az 3krat tydné

Nechte bunky po zmrazeni alespon 24 az 48 hodin zotavit.

Jako kryokonzerva¢ni médium pouZzijte kompletni rlstové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
dostatec¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a snizeni stresu

vyvolaného kryo.

1. Ovéfte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmraZend, 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 okamzita kultivace.

3. Pro okamfZitou 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 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 lahvi¢ku 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 preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofrili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rGst a udrzovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.
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Incubation

Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporu¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky
potaZené kolagenem.

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 lahvi¢ky do vhodného skladu.

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 lahvi¢ky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196

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

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

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 bunééné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.

Profil STR Amelogenin: x,x
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