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Vseobecné informacie

Description
Bunka 3D4/21 je modelom alveolarnych makrofagov osipanych, ktory sa vo velkej miere vyuZiva v Stadiach
zameranych na imunitné reakcie a virusové infekcie. Tieto bunky st obzvlast cenné pre vyskum respiracnych
infekcii u oSipanych, ako st napriklad infekcie sposobené virusom prasacej chripky (SIV) a virusom Senecavirus
A (SVA). Vzhladom na to, Ze pochadzaju z alveolarnych makrofagov, slizia bunky 3D4/21 ako klG¢ovy in vitro
systém na skimanie interakcii medzi hostitelom a patogénom, so zameranim na imunitné mechanizmy, ktoré
oSipané vyuzivaju proti respiracnym patogénom.
Bunky 3D4/21 sa Casto vyuZivaju na skimanie molekularnych drah spustanych pocas infekcii. Napriklad v
suvislosti s infekciami SIV Stidie preukazali, Ze bunky 3D4/21 vyvolavajd imunitni odpoved prostrednictvom
expresie réznych cytokinov a receptorov rozpoznavajucich virusy, ako st RIG-I a TLR7. Okrem toho tieto bunky
zohrali klt€ova Glohu pri identifikacii toho, ako rozne molekuly RNA, vratane miRNA, IncRNA a circRNA,
prispievaju k regulacnym sietam pocas virusovych infekcii, ¢im poskytuji pohlad na regulacné mechanizmy
konkurencnej endogénnej RNA (ceRNA), ktoré pomahaju pri antivirusovej obrane. Toto bolo obzvlast uzitocné
pri objasnovani imunitnych reakcii vyvolanych ré6znymi kmerimi virusov prasacej chripky, ako si HIN1 a H3N2.
Okrem toho sa bunky 3D4/21 vyuZivajd na stadium autofagie a jej Glohy v kontrole infekcie. Napriklad pocas
infekcie Haemophilus parasuis vykazuju tieto bunky autofagové reakcie regulované prostrednictvom signalnej
drahy AMPK. Tento mechanizmus autofagie nielen prispieva k potlacaniu bakteridlnej invazie, ale pomaha aj pri
pochopeni patogenézy ochoreni, ako je Glasserova choroba, ktora postihuje oSipané vystavené stresu. V
désledku toho zostava bunkova linia 3D4/21 cennym nastrojom pre imunologicky vyskum a vyskum infekénych
ochoreni v kontexte zdravia osipanych.

Organism O3ipané

Tissue Pliica

Synonyms IPAM 3D4/21, IPAM-WT

Charakteristika

Breed/Subspecies  Landrace

Age 12 tyzdriov

Gender Ne3pecifikované

Morphology Makrofigy

Cell type Alveolarny makrofag

Growth Adherent

properties
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Regulacne udaje

Citation 3D4/21 (katal6gové &islo Cytion 305357)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9823

CellosaurusAccession CVCL_OF14

Biomolekularne udaje

Viruses Transformant: Simian virus 40 (SV40)
Spracovanie
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Doplrite médium o 10 % FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Seeding 1-3x10%/cm?
density
Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie obnovy a
zniZenie stresu sposobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage
Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality a molekularna analyza
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Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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