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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Synonyms

Charakteristika

Breed/Subspecies

Age

Gender

Morphology

Growth
properties

R4

Bunkova linia PK(15), odvodena od bunkovej linie PK-2A, ktora bola vytvorena v roku 1955 z obliciek dospelych
osipanych, je infikovana onkovirusom oSipanych typu C (predtym znamym ako endogénny retrovirus osipanych,
PERV), ktory je klasifikovany ako pdvodca rizika skupiny 2. Geném hostitelskej bunky obsahuje 62 képii génu
*pol*, ktory kdduje reverznd transkriptazu a dalSie proteiny.

P6vodne boli virusové ¢astice produkované bunkovou liniou PK(15) opisané ako defektné a neinfekéné pre
rozne bunkové linie cicavcov vratane ludskej bunkovej linie, ¢o viedlo k jej zaradeniu do rizikovej skupiny 1.
Nasledné Studie vsak preukazali, Ze ludské bunky 293 moZu byt produktivne infikované bezbunkovym
supernatantom buniek PK(15). Toto zistenie viedlo k tomu, Ze Nemecka Ustredna komisia pre biologicku
bezpecnost (ZKBS) v novembri 2018 zmenila klasifikaciu bunkovej linie PK(15).

Analyzy PCR odhalili, Ze prenesené virusy patrili k polytropnym podtypom PERV-A a PERV-B. Okrem toho sa
zistilo, Ze virusové castice produkované bunkami 293 boli odolné vodi inaktivacii ludskym komplementovym
systémom.

Okrem svojho virologického vyznamu slizi bunkova linia PK(15) aj ako vhodny hostitel na transfekéné aplikacie.
Vdaka svojim adherentnym rastovym vlastnostiam je velmi cenna v réznych vyskumnych a experimentalnych
podmienkach.

Osipané

Obligky

PK(15), PK (15), PK 15, PK15, Porcine Kidney-15

Hampshire

Dospeli

Muzi

Epitelu podobné

Monovrstva, priliehajica
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Biosafety level

NCBI_TaxID

Uroven biologickej bezpe&nosti 1.

Bunkova linia obsahuje sekvencie onkovirusu typu C (PCOV) a ich transkripty a nemozno vylucit
moznost vylu¢ovania virusu. V Nemecku su tieto virusy zaradené do kategdrie BSL 1 pre ludi a BSL 2 pre
zvierata (TRBA 462). Nemecky Ustredny vybor pre biologickd bezpecnost (ZKBS) vSak tymto virusom a
infikovanym bunkovym liniam priraduje klasifikaciu BSL 2, ak sa pouZivaju na Gcely genetickej
modifikacie.

9823

CellosaurusAccession CVCL_2160

Biomolekularne udaje

Viruses PCV1 (prasaci cirkovirus 1) pozitivny, PCV2 negativny, PCV3 negativny

Virus Cholera osipanych, africky mor osipanych, vezikularny exantém oSipanych, slintacka a krivacka (FMDV),

susceptibility vezikularna stomatitida (Indiana), vakcina, reovirus 2, 3, adenovirus 4, 5, coxsackievirus B2, B3, B4, B5, B6

Virus Poliovirus 2

resistance

Reverse Pozitivne

transcriptase

Spracovanie

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

Medium

Supplements Doplrite médium o 10% FBS a 1% NEAA

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing 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.
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Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Post-Thaw
Recovery

Freeze
medium

Thawing and
Culturing Cells

Odportca sa pomer 1:2 a7 1:4

2 x 10* buniek/cm?

2 a7 3-krat tyzdenne

Nechajte bunky zotavit sa z procesu zmrazovania aspon 24 az 48 hodin.

Ako médium na kryokonzervaciu pouzite kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na dosiahnutie
primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolo¢nosti Cytion), ktoré
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlep3enie obnovy a znizZenie stresu

spdsobeného kryo.

1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuji 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 zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okam?zita kultivacia.

3. Vpripade okamfZitej kultivacie injekénd liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kdpela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne mieSajte 40 - 60
sekind, 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 centrifugacénej
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 kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innu interakciu a rast buniek.

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

Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optiméalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouzivat banky alebo
platne s kolagénom.

Freezing

Procedure 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.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji 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.

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 vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, Ze nedoSlo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizuélne kontroluju.

STR profile Amelogenin: x,x
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