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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Synonyms

Charakteristika

Age

Morphology

Growth
properties

R4

LLC-MK2 je kontinualna epitelova bunkova linia vytvorena z oblickového tkaniva dospelych opic druhu rhesus
(*Macaca mulatta*). Tato bunkova linia bola pévodne izolovana v 50. rokoch 20. storocia trypsinizaciou
zdruzZeného obli¢kového tkaniva Siestich opic druhu rhesus. Bunky LLC-MK2 vykazuji adherentné rastové
vlastnosti a vo velkej miere sa vyuzivaju vo viroldgii vdaka ich vysokej citlivosti na rézne virusy vratane virusu
bovinnej virusovej hnacky 1, ludského poliovirusu 1 a ludského coxsackievirusu B4. P6vod bunkovej linie a jej
citlivost na virusy z nej robia idealny model na $tadium replikacie virusov a cytopatogénnych ucinkov.

Bunkova linia LLC-MK2 je znama svojou schopnostou kultivacie v chemicky definovanych médiach bez séra, ¢o
umoziiuje kontrolované experimentalne podmienky. Vyskum preukazal, Ze tieto bunky mozno prisposobit
podmienkam bez obsahu séra bez toho, aby sa narusil ich rast, hoci pévodné kultdry boli udrZiavané v médiach
obsahujlcich znacné mnozstvo konského séra. Prispdsobenie chemicky definovanym médiam je obzvlast
vyhodné pre virologické stidie, pretoZze minimalizuje variabilitu spésobent sérom a podporuje dlhodobé
udrziavanie bunkovych linii. Okrem toho sa ukazalo, Ze linia LLC-MK2 si zachovava citlivost na virus
porovnatelnd s primarnymi bunkami opicich obliciek, ¢o z nej robi spolahlivy nastroj na titraciu virusov a stidie
vyroby vakein.

Okrem ulohy vo virolégii sa LLC-MK2 skiimala aj z hladiska jej nadorového potencialu. Hoci vykazuje urcité
transformované vlastnosti, ako napriklad schopnost rast v makkom agare, nevytvara nadory v modeloch in vivo,
¢o naznacuje obmedzené tumorigénne riziko. Tato vlastnost dalej zdorazriuje jej uzitoénost ako modelovej
bunkovej linie pre studie in vitro, pricom potvrdzuje jej nevhodnost pre terapeutické alebo in vivo aplikacie.

Makak rhesus

Obligky

Llc-Mk2, LLC-MK-2, LLC-MK2 Original, LLCMK2, LLcMK2, Lilly Laboratories Culture-Monkey Kidney 2

Dospeli

Epitelové

Adherent

Regulacné udaje

Citation

Biosafety level

LLC-MK2 (katalogové Cislo Cytion 305149)
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NCBI_TaxID

9544

CellosaurusAccession CVCL_3009

Biomolekularne udaje

Protein
expression

Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

Aktivator plazminogénu

Médium 199, w: 2,7 mM stabilny glutamin, w: 2,2 g/l NaHCO3, w: EBSS (Cislo ¢lanku Cytion 820101a)

Doplrite médium 1% konskym sérom

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 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

4x10% buniek/cm2

2 az 3-krat tyzdenne

Freeze Ako kryokonzervacné 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 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
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

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.
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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 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 / 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 kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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