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Bunkova linia OK je trvald epitelova bunkova kultira odvodena z oblickového tkaniva dospelej samice vacice
americkej (Didelphis virginiana). Tato bunkova linia, vytvorena in vitro, sa vyznacuje nediploidnym
chromozémovym modalnym ¢islom 23 a prispsobivostou podmienkam tkanivovej kultiry. Kultdra pévodne
odvodena zo zmieSanych typov buniek sa po 6smich pasaZzach vyvinula na prevazne epitelové bunky. Bunkova
linia OK bola podrobne charakterizovana z hladiska morfologie, chromozémovej konstittcie a dynamiky rastu,
o z nej robi spolahlivy model pre cytogenetické Studie a Stadie izolacie chromozémov.

Y ,

Jednou z klicovych vlastnosti bunkovej linie OK je jej vyuzitelnost v chromozémovych Studiach, najma na
izolaciu chromozdmu X cicavcov. Opossum X chromozém je vyrazne mensi (priblizne o 30 % mensi ako
najmensie autozémy) a neobsahuje velké bloky konstitutivneho heterochromatinu, ¢o ulahéuje separaciu od
autozémov pomocou technik, ako je prietokova mikrofluorometria a gradientova centrifugacia. Stabilny
karyotyp OK buniek s pritomnostou charakteristického metacentrického markerového chromozému zlepsuje
ich pouzitie v genomickych a chromozomalnych Stddiach. Preferenéna inaktivacia otcovského chromozému X u
tohto vackovca poskytuje porovnavaci model na Studium mechanizmov, ktoré st zakladom inaktivacie
chromozému X u cicavcov.

OK bunky tieZ preukazali odolnost a prisposobivost v réznych kultivaénych podmienkach vratane variacii séra a
roznych mitotickych latok, ako je Velban (vinblastin sulfat), ktory je obzvlast G¢inny na dosiahnutie vysokych
mitotickych indexov na izolaciu chromozémov. Schopnost bunkovej linie synchronizovat sa a produkovat
vysoké vytazky metafazovych buniek dalej zdérazriuje jej vhodnost na podrobné chromozomalne analyzy
vratane kvantifikacie obsahu DNA a zobrazovania chromozomalnych nanosov s vysokym rozlisenim.

Opossum

Oblicky, kdra, proximalny tubulus

Opossum Kidney, OK-WT

Dospeli

Zeny

Epitelu podobné

Monovrstva, priliehajica

Regulacné udaje
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

OK (katalégové ¢islo Cytion 606465)

9267

CellosaurusAccession CVCL_0472

Biomolekularne udaje
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Alfa2-adrenergny, serotonin, parathormén, atrialny natriureticky faktor

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

Dopliite médium o 10% FBS a 1% NEAA

Accutase

Odstrante 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
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minUt, aby sa
oddelili. Po inkubdacii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v ¢erstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

Odportca sa pomer zriedenia 1:4 az 1:8

2 az 3-krat tyzdenne

Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
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 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.

Flask Coating Ziadne

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Shipping
Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju 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 uchovévanie 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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