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Vseobecné informacie

Description
Bunkova linia MDCK-SIAT1 je modifikovana verzia buniek Madin-Darbyho psej oblicky (MDCK), ktora je upravena

tak, aby exprimovala vyssie hladiny ludskej 2,6-sialyltransferazy (SIAT1). Tento enzym je zodpovedny za
pridavanie kyseliny sialovej v alfa-2,6 vizbe na galaktdzu na glykoproteinoch a glykolipidoch. Modifikacia sa
vykonala s cielom zvysit expresiu sialovych kyselin viazanych na alfa-2,6, ktoré st primarnymi receptormi pre
ludské chripkové virusy. Toto zvysenie je velmi dbleZité, pretoze vdaka nemu sa bunky MDCK-SIAT1 viac
podobaju ludskému epitelu dychacich ciest, ktory ma prirodzene vysoki koncentraciu tychto receptorov. V
désledku toho tieto bunky ponukaju fyziologicky relevantnejsi model na stidium ludskych chripkovych virusov
aich interakcii s potencialnymi antivirusovymi zli¢eninami.

Jednym z vyznamnych vyuziti buniek MDCK-SIAT1 je hodnotenie citlivosti virusu chripky na inhibitory
neuraminidazy (NAl), ako je napriklad oseltamivir. Vzhladom na zvySenu pritomnost alfa-2,6-viazanych sialovych
kyselin vykazujd bunky MDCK-SIAT1 lepSiu citlivost na NAI v porovnani s nemodifikovanymi bunkami MDCK. To z
nich robi vynikajuci nastroj na zistovanie rezistencie voci tymto inhibitorom, najma u klinickych izolatov
ludskych chripkovych virusov s nizkym po¢tom pasazi. Bunkova linia MDCK-SIAT1 umoZriuje presnejSie in vitro
Stadie ucinnosti lieciv a interakcii virusovych receptorov, o poskytuje cenné poznatky o vyvoji antivirusovych
terapii a mechanizmoch rezistencie.

Organism Psy
Tissue Oblicky

Charakteristika

Breed/Subspecies  Koker3paniel

Age Dospeli
Gender Zeny
Morphology Epitelové
Growth Adherent
properties

R4

Regulacné udaje

Citation MDCK-SIAT1 (katalégové &islo Cytion 602281)
Biosafety level 2
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NCBI_TaxID 9615
CellosaurusAccession  CVCL_Z936
GMO Status GMO-S1: Tato linia epitelovych buniek psej oblicky (MDCK-SIAT1) obsahuje konstrukt pcDNA3.1GS

kddujdci ludskd 2,6-sialyltransferazu (SIAT1), ktory umoziiuje expresiu sialylacnych vzorcov podobnych
[udskym. VloZka je stabilne pritomna v bunkach MDCK. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a m6ze sa
lisit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Protein
expression

Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Transfekcia ST6 beta-galaktozid alfa-2,6-sialyltransferazou 1 (ST6GALL, SIAT1)

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 a 1mg/ml G418

Accutase

21 a7 31 hodin

Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2 mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
minUty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v cerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

2 a4 x 10% PUNjek/cm?

2 a7z 3-krat tyzdenne

Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouZivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

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 okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

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

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky 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
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

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

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

o £o " ,
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

Ziadne

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.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji 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.
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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injek¢né 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 / Geneticky profil / HLA

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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