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Bunécna linie AKATA, odvozena od Burkittova lymfomu, je Siroce pouZivanym modelem pro studium latence a
reaktivace viru Epsteina-Barrové (EBV). EBV je vSudypfitomny herpesvirus spojeny s fadou nadorovych
onemocnéni, véetné Burkittova lymfomu, a obvykle se v B burikach vytvafi latentni infekce. V burikach AKATA je
EBV udrZovan v epizomalnim stavu s programem latence typu |, ktery exprimuje omezenou sadu virovych gend,
jako jsou EBNA-1, EBER RNA a pravostranné transkripty BamHI-A (BART). Tato omezend exprese genli umoznuje
viru pretrvavat v hostiteli, aniz by zahajil plny lyticky cyklus. Buriky AKATA viak mohou byt spustény ke vstupu
do lytické faze, kdy se virus aktivné replikuje a produkuje potomstvo. Tato reaktivace je bézné vyvolana
zkrizenim povrchovych imunoglobulind, coz z bunék AKATA Cini vynikajici nastroj pro studium dynamiky
reaktivace EBV a regulace virovych gend.

Vyzkum vyuZivajici bunéénou linii AKATA také zkoumal vliv chemoterapeutickych latek na reaktivaci EBV. Bylo
napriklad prokazano, Ze léky jako etoposid a doxorubicin ovliviuji virovou latenci. Etoposid vyvolava v burikach
AKATA apoptdzu, ale reaktivuje EBV méné Gi¢inné nez doxorubicin, ktery podporuje vyssi Groveri exprese
lytickych genti a produkci virového potomstva. Studie vyuzivajici techniky editace gend, jako je CRISPR/Cas9,
navic zkoumaly Glohu epigenetickych regulatord v burikdch AKATA. Napriklad vyrazeni histonové
metyltransferazy EZH2 v burikdch AKATA narusuje udrZovani latence sniZenim trimetylace histonu H3K27, coz
vede ke zvySené expresi latentnich i lytickych genl EBV a také ke zvySené replikaci viru a proliferaci bunék.

Buriky AKATA také vykazuiji odlisné fenotypové charakteristiky zalozené na pritomnosti EBV, jako je zvySena
citlivost na latky indukujici apoptdzu a zmény v expresi genl souvisejicich s apoptotickymi cestami. Tyto rozdily
¢ini z EBV pozitivnich bunék AKATA uc¢inny model pro zkoumani vlivu EBV na pfezivani hostitelskych bunék,
genovou expresi a Zivotni cyklus viru, zejména v kontextu vyvoje rakoviny a potencialnich terapeutickych zasaht
zamérenych na malignity spojené s EBV.

Clovék
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Burkittdv lymfom

Akata, Akata-BL, Akata BL, Akata-EC, Akata-Early Culture

4 roky
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Lymfoblasty
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Transformant: EBV

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)

Doplrite médium o 10% FBS

Shromazdéte suspenzi bunék do 15 ml zkumavky a jemné promyjte adherentni buriky PBS bez vapniku a
hor¢iku (pouzijte 3-5 ml pro bariky T25 a 5-10 ml pro bariky T75). Aplikujte Accutase (1-2 ml pro bariky 725, 2,5 ml
pro bariky T75), abyste zajistili Gplné pokryti bunécné vrstvy. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po
dobu 10 minut. Po inkubaci spojte a odstredte suspenzi i adherované buriky. Po odstredéni opatrné
resuspendujte bunécnou peletu a preneste bunécnou suspenzi do novych banék obsahujicich cerstvé médium.

Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium (v€etné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep3eni regenerace a snizeni stresu

zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . ” - _ . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pri dodani hluboce zmrazena, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pri teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okam?zita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Shipping
Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned

zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testl zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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