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Genel bilgi

Description
1955 yilinda yetiskin bir domuzun bébreginden elde edilen bir hiicre hatti olan PK-2A'dan tiiretilen PK(15) hiicre

hatti, risk grubu 2 ajani olarak siniflandirilan domuz tip-C onkoviriisii (eski adiyla domuz endojen retroviriisd,
PERV) ile enfekte edilmistir. Konak hiicre genomu, ters transkriptaz ve diger proteinleri kodlayan *pol* geninin
62 kopyasini igerir.

Baslangicta, PK(15) hiicre hatti tarafindan diretilen viriis partikiilleri, bir insan hiicre hatti da dahil olmak tizere
cesitli memeli hiicre hatlari icin kusurlu ve bulasici olmayan olarak tanimlanmis ve risk grubu 1 hiicre hatt
olarak siniflandirilmasina yol agmistir. Ancak daha sonra yapilan calismalar, insan 293 hiicrelerinin PK(15)
hiicrelerinin hiicresiz siipernatanti tarafindan verimli bir sekilde enfekte edilebilecegini gostermistir. Bu bulgu,
PK(15) hiicre hattinin Kasim 2018'de Alman Biyolojik Giivenlik Merkez Komisyonu (ZKBS) tarafindan yeniden
siniflandirlmasiyla sonuglanmistir.

PCR analizleri, bulasan viruslerin politropik alt tipler olan PERV-A ve PERV-B'ye ait oldugunu ortaya koymustur.
Ayrica, 293 hiicre tarafindan Uretilen viriis partikiillerinin insan kompleman sistemi tarafindan inaktivasyona
direncli oldugu gozlemlenmistir.

Virolojik neminin yani sira, PK(15) hiicre hatti transfeksiyon uygulamalari igin de uygun bir konak olarak hizmet
vermektedir. Yapisik biiyime 6zellikleri nedeniyle, cesitli arastirma ve deneysel ortamlarda oldukga degerlidir.

Organism Domuz
Tissue Bobrek
Synonyms PK(15), PK (15), PK 15, PK15, Domuz Bobregi-15

Ozellikler

Breed/Subspecies = Hampshire

Age Yetiskin

Gender Erkek

Morphology Epitel benzeri
Growth Tek katmanli, yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation PK-15 (Cytion katalog numarasi 607426)
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Biosafety level
Biyogiivenlik seviyesi 1.

Hiicre hatti, Porcine tip-C onkoviriis (PCOV) dizilerini ve bunlarin transkriptlerini barindirmaktadir ve
viral salgilama olasilig| goz ardi edilemez. Almanya'da bu viriisler insanlar icin BSL 1 ve hayvanlar igin
BSL 2 olarak kategorize edilmektedir (TRBA 462). Bununla birlikte, Alman Biyolojik Giivenlik Merkez
Komitesi (ZKBS), genetik modifikasyon amaciyla kullanildiginda bu virlislere ve enfekte hiicre hatlarina
BSL 2 siniflandirmasi atamaktadir.

NCBI_TaxID 9823

CellosaurusAccession CVCL_2160

Biyomolekiiler Veriler

Viruses PCV1 (Porcine circovirus 1) pozitif, PCV2 negatif, PCV3 negatif
Virus Domuz kolerasi, Afrika domuz atesi, domuz vezikiiler ekzantemi, sap hastaligi (FMDV), vezikiiler stomatit
susceptibility (Indiana), vaccinia, reovirus 2, 3, adenovirus 4, 5, coxsackievirus B2, B3, B4, B5, B6
Virus Polioviriis 2
resistance
Reverse Pozitif
transcriptase
Ellecleme
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion makale numarasi 820100a)
Medium
Supplements Ortami %10 FBS ve %1 NEAA ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Yapisik hiicrelerden eski ortami ¢ikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri igin 3-

5 ml PBS ve T75 siseleri icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar igin 1-2 ml ve T75 flasklar i¢in 2,5 ml
kullanarak hiicreleri Accutase ile tamamen kaplayin. Hiicreleri ayirmak icin oda sicakliginda 8-10 dakika
inkiibasyona birakin. inkiibasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek icin 10 ml besiyeriyle hafifce
karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santrifiijleyin. Stipernatanti atin, hiicreleri taze besiyerinde yeniden
suispanse edin ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.
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Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Post-Thaw
Recovery

Freeze
medium

Thawing and

1:2ile 1:4 aras! bir oran onerilir

2 x 10.000 hiicre/cm?

haftada 2ila 3 kez

Hiicrelerin dondurma isleminden sonra en az 24 ila 48 saat boyunca toparlanmasina izin verin.

Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiyiime ortami (FBS dahil) + %10
DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullanin.

Culturing Cells 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz {izerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinliglin korunmasini saglamak igin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiilttirleme igin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldinp kiiglik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce calkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlari steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kdiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tliptine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
suipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler icin,
suispansiyonu iki T25 kiiltlir sisesi arasinda boliin; stispansiyon kiiltlrleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
buytimesini tesvik etmek lizere tim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli biiyimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuglar elde edin.

Incubation
Atmosphere 37°C, %500 nemlendirilmis atmosfer.
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Flask Coating
Gozildikten sonra optimum tutunma ve canlilik igin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Freezing

Procedure Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz tizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Shipping

Conditions Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol / Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liiminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiiltiirleri glinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.

STR profili Amelogenin: x,x
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