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Genel bilgi

Description
LLC-MK2, yetiskin rhesus maymunlarinin (*Macaca mulatta*) bobrek dokusundan olusturulan siirekli bir epitel

hiicre hattidir. Bu hiicre hatti ilk olarak 1950'lerde alti rhesus maymunundan alinan havuzlanmis bobrek
dokusunun tripsinizasyonu yoluyla izole edilmistir. LLC-MK2 hiicreleri yapisik bliylime 6zellikleri gosterir ve sigir
viral ishal virlisii 1, insan polioviriisii 1 ve insan coxsackievirus B4 dahil olmak tizere ¢esitli viriislere karsi yliksek
duyarliliklari nedeniyle virolojide yaygin olarak kullanilmistir. Hiicre hattinin kokeni ve viriis duyarliligi, onu viral
replikasyon ve sitopatojenik etkileri incelemek icin ideal bir model haline getirmektedir.

LLC-MK2 hiicre hatti, kontrollii deneysel kosullara olanak taniyan kimyasal olarak tanimlanmis, serumsuz
ortamda kiiltlirlenebilme 6zelligiyle bilinir. Arastirmalar, ilk kiiltiirlerin 5nemli miktarda at serumu iceren
ortamlarda muhafaza edilmesine ragmen, bu hiicrelerin biiyiimeden 6diin vermeden serumsuz kosullara adapte
edilebilecegini gostermistir. Kimyasal olarak tanimlanmis ortama adaptasyon, serumun getirdigi degiskenligi en
aza indirdigi ve uzun siireli hiicre hatti bakimini destekledigi icin virolojik calismalar igin 6zellikle avantajlidir.
Ayrica, LLC-MK2 hattinin birincil maymun bobrek hiicreleriyle karsilastirilabilir viriis hassasiyetini korudugu
gosterilmistir, bu da onu viral titrasyon ve asi liretim ¢alismalari icin giivenilir bir arag haline getirmektedir.

Virolojideki roliine ek olarak, LLC-MK2 tiimérijenik potansiyeli agisindan da arastirilmistir. Yumusak agarda
biiylime yetenegi gibi belirli donlstiiriilms 6zellikler sergilemesine ragmen, in vivo modellerde timor
olusturmaz, bu da sinirli bir timérijenik riske isaret eder. Bu 6zellik, in vitro calismalar icin bir model hiicre hatti
olarak faydasinin altini gizerken, terapétik veya in vivo uygulamalar icin uygun olmadigini dogrulamaktadir.

Organism Rhesus makag)
Tissue Bobrek

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

Age Yetiskin

Morphology Epitelyal

Growth Yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation LLC-MK2 (Cytion katalog numarasi 305149)
Biosafety level 1
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NCBI_TaxID 9544
CellosaurusAccession CVCL_3009

Biyomolekiiler Veriler

Protein Plazminojen aktivatorii
expression
Ellecleme
Culture Medium 199, w: 2,7 mM stabil Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion makale numarasi 820101a)
Medium
Supplements Ortami %1 at serumu ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Yapisik hiicrelerden eski ortami ¢ikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri icin 3-

5 ml PBS ve T75 siseleri icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar i¢in 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. Slipernatanti atin, hiicreleri taze besiyerinde yeniden
slispanse edin ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

Seeding 4x10% hiicre/cm?

density

Fluid renewal haftada 2 ila 3 kez

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiytime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve

metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Culturing Cells . Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak igin kuru buz lizerinde gonderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

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

. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

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

. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kdltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifij tlipline aktarin ve hafifce karistirin.

. Hicreleri ayirmak igin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
stipernatanti dikkatlice atin.

. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

. Hiicre hattinin siirekli biiytimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonugclar elde edin.

Incubation

Atmosphere 37°C, %Scoz’ nemlendirilmis atmosfer.

Flask Coating Yok

Freezing

Procedure 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.

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.
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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 liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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