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Altalanos informaciok

Description

Organism

Tissue

Synonyms
Jellemzok

Breed/Subspecies
Age

Gender
Morphology

Growth
properties

A PK(15) sejtvonal, amely az 1955-ben felnétt sertés veséjébdl [étrehozott PK-2A sejtvonalbdl szarmazik, a sertés
C tipust onkovirussal (kordbbi nevén sertés endogén retrovirus, PERV) fert6zott, amely a 2. kockazati csoportba
tartozé kérokozé. A gazdasejt genomija a *pol* gén 62 példanyat tartalmazza, amely a reverz transzkriptazt és
mas fehérjéket kodol.

Kezdetben a PK(15) sejtvonal altal termelt virusrészecskéket szamos emléssejtvonalra, koztiik egy emberi
sejtvonalra nézve hibasnak és nem fert6zének irtak le, ami az 1. kockazati csoportba valé besorolasidhoz
vezetett. Késébbi vizsgalatok azonban kimutattak, hogy a PK(15) sejtek sejtmentes feliiliszéjaval human 293
sejtek produktivan megfert6zhetdk. Ez a megallapitas azt eredményezte, hogy a német Biologiai Biztonsag
Kozponti Bizottsaga (ZKBS) 2018 novemberében atmindsitette a PK(15) sejtvonalat.

A PCR-elemzések kimutattak, hogy az atvitt virusok a PERV-A és PERV-B polytrép altipusokhoz tartoztak.
Emellett megfigyelték, hogy a 293-as sejtek altal termelt virusrészecskék ellenalltak a human
komplementrendszer altali inaktivalasnak.

A PK(15) sejtvonal viroldgiai jelentéségén tdlmenden alkalmas gazdatestként is szolgal a transzfekcids
alkalmazasokhoz. Adherens novekedési tulajdonsagai miatt rendkiviil értékes a kiilonb6z4 kutatasi és kisérleti
kornyezetben.

Diszn6

Vese

PK(15), PK (15), PK 15, PK15, PK15, sertésvese-15

Hampshire

Felnétt

Férfi

Epithelszer(i

Monoréteg, tapado

Szabalyozasi adatok

Citation

PK-15 (Cytion katalogusszam: 607426)
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Biosafety level
1. bioldgiai biztonsagi szint.

A sejtvonal C tipusu sertés onkovirus (PCOV) szekvenciakat és azok transzkriptumait tartalmazza, és a
virusszekrécid lehetGsége nem zarhaté ki. Németorszagban ezeket a virusokat az emberek esetében BSL
1, allatok esetében BSL 2 kategéridba soroljak (TRBA 462). A német Bioldgiai Biztonsag Kézponti
Bizottsaga (ZKBS) azonban BSL 2 besorolast ad ezeknek a virusoknak és a fertézott sejtvonalaknak, ha
azokat genetikai mddosités céljabdl hasznaljak.

NCBI_TaxID 9823

CellosaurusAccession CVCL_2160

Biomolekularis adatok

Viruses PCV1 (sertés cirkovirus 1) pozitiv, PCV2 negativ, PCV3 negativ

Virus Sertés kolera, afrikai sertéspestis, sertés holyagos exantémaja, szaj- és koromfajas (FMDV), hdlyagos
susceptibility szajgyulladas (Indiana), vakcina, reovirus 2, 3, adenovirus 4, 5, coxsackievirus B2, B3, B4, B5, B6
Virus Poliovirus 2

resistance

Reverse Pozitiv

transcriptase

A kezelése

Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion cikkszam: 820100a)

Medium

Supplements Ataptalajt 10% FBS-szel és 1% NEAA-val kell kiegésziteni

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrél, és mossa &ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-

6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznalva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan dvatosan keverjlik 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
feluluszdt, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at 6ket (j lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.
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Split ratio 1:2 és 1:4 kdzotti aranyt javasolunk

Seeding 2 x 10* sejt/cm?

density

Fluid renewal hetente 2-3 alkalommal

Post-Thaw Hagyja, hogy a sejtek legalabb 24-48 6ran at regeneralddjanak a fagyasztas utan.

Recovery

Freeze Krioprezervald taptalajként hasznaljon teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t a
medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam: 800100), amely

optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralodas fokozasa és a krio-
indukalt stressz cs6kkentése érdekében.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyhtitott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjdk, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampull4t -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids Uveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlik, amig egy kis jégcsomé nem marad.

4. Az Gsszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, dramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertStlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-6s tenyésztblombik kdzott; szuszpenzids kultirak esetében az dsszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatés és ndvekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhat6 kisérleti eredményeket.
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Incubation

Atmosphere 37°C, 50/0(:02, pérésftott légkor

Flask Coating .
A felolvasztas utani optimalis k6tGdés és életképesség érdekében kollagénnel bevont lombikok vagy lemezek
hasznélatat javasoljuk.

Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels tarolohelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfelels tarolhelyre.

Storage

Conditions Hosszl tavd tartdsitas céljabol helyezze az Uivegeket g6zfazisa folyékony nitrogénbe, koriilbeltl -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe valo atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezédést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapi mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezGdés elkerlilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.

STR profil Amelogenin: x,x
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