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Yleisia tietoja

Description
LLC-MK2 on jatkuva epiteelisolulinja, joka on luotu aikuisten rhesusapinoiden (*Macaca mulatta*)
munuaiskudoksesta. Tama solulinja eristettiin alun perin 1950-luvulla trypsiinisoimalla kuuden rhesusapinan
yhdistettyd munuaiskudosta. LLC-MK2-soluilla on adheesiokasvuominaisuudet, ja niitd on kadytetty laajalti
virologiassa, koska ne ovat erittdin herkkia erilaisille viruksille, kuten naudan virusripulivirukselle 1, ihmisen
poliovirukselle 1 ja ihmisen coxsackievirukselle B4. Solulinjan alkupera ja virusherkkyys tekevat siita
ihanteellisen mallin virusten replikaation ja sytopatogeenisten vaikutusten tutkimiseen.
LLC-MK2-solulinja on tunnettu siita, etta sita voidaan viljella kemiallisesti maaritellyissa, seerumittomissa
valiaineissa, mika mahdollistaa kontrolloidut koeolosuhteet. Tutkimukset ovat osoittaneet, etta nama solut
voidaan mukauttaa seerumittomiin olosuhteisiin ilman, etta kasvu vaarantuu, vaikka alkuperaisia viljelmia
pidettiinkin ylla medioissa, jotka sisalsivat huomattavia maaria hevosseerumia. Kemiallisesti maariteltyihin
vdliaineisiin sopeutuminen on erityisen edullista virologisissa tutkimuksissa, koska se minimoi seerumin
aiheuttaman vaihtelun ja tukee solulinjojen pitkdaikaista yllapitoa. Lisaksi LLC-MK2-linjan on osoitettu
sdilyttavan samanlaisen virusherkkyyden kuin primaaristen apinan munuaissolujen, mika tekee siita
luotettavan valineen virustitraus- ja rokotetuotantotutkimuksiin.
Sen lisaksi, etta LLC-MK2:1la on merkitysta virologiassa, sitd on tutkittu myds sen kasvainvaikutuspotentiaalin
vuoksi. Vaikka silla on tiettyjd muuntuneita ominaisuuksia, kuten kyky kasvaa pehmedssa agarissa, se ei
muodosta kasvaimia in vivo -malleissa, mika viittaa rajalliseen kasvainriskiin. Tama ominaisuus korostaa
entisestaan sen kayttokelpoisuutta mallisolulinjana in vitro -tutkimuksissa, mutta vahvistaa samalla sen
soveltumattomuuden terapeuttisiin tai in vivo -sovelluksiin.

Organism Rhesusmakakki

Tissue Munuaiset

Synonyms Llc-Mk2, LLC-MK-2, LLC-MK2 Original, LLCMK2, LLcMK2, Lilly Laboratories Kulttuuri-Apinan munuainen 2

Ominaisuudet

Age Aikuiset

Morphology Epiteeli

Growth Tarttuva

properties

Saantelytiedot
Citation LLC-MK2 (Cytionin luettelonumero 305149)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9544

CellosaurusAccession CVCL_3009

Biomolekyylitiedot

Protein Plasminogeenin aktivaattori
expression
Kasittely
Culture Medium 199, w: 2,7 mM stabiilia glutamiinia, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytionin artikkelinumero 820101a)
Medium
Supplements Taydennetdan elatusainetta 1 % hevosseerumilla
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Poista vanha valiaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll3, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta

T25-pulloissa 3-5 ml PBS:aa ja T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan Accutase-valmisteella,
kdyttden 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen inkuboitua huoneenlammdssa 8-10
minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jdlkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n valiaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havitad supernatantti,
suspendoi solut uudelleen tuoreessa valiaineessa ja siirrd ne uusiin pulloihin, jotka sisaltavat jo tuoretta

véliaineita.

Seeding 4x10%%°lya/cm?

density

Fluid renewal 2-3 kertaa viikossa

Freeze Kryosailytysmediana kdaytamme taydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittdvan

medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:td (Cytionin luettelonumero 800100), joka
sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.
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Culturing Cells 1. Varmista, ettd injektiopullo pysyy syvajaddytettynd toimitettaessa, silla solut kuljetetaan kuivajadssa,
jotta optimaalinen l@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaadn valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vettd ja antimikrobista ainetta, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes
jaastd on jaljelld pieni jadmohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirra solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka sisaltaa 8
ml huoneenlampdista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja hévité varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jaanndspakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirrd kaikki
vdliaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.

Incubation

Atmosphere 37°C,5 %oy kostutettu ilmakeha.

Flask Coating
Optimaalisen kiinnittymisen ja elinkelpoisuuden saavuttamiseksi sulatuksen jalkeen suosittelemme
kollageenipinnoitettujen pullojen tai levyjen kayttoa.

Freezing

Procedure Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajaassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.
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Shipping

Conditions Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Storage

Conditions Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan héyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -

196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta / Geneettinen profiili / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla etta luminesenssiin perustuvilla
mykoplasman osoitusmenetelmilla.
Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.
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