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Bunécna linie Toledo je bunécéna linie difizniho velkobunééného B-bunécného lymfomu (DLBCL), ktera byla
plvodné izolovana z periferni krve pacienta s DLBCL, u néhoZ se po vysokodavkové chemoterapii a
transplantaci kostni dfené pozdé&ji vyvinul sekundarni lymfom v mozku. Tato bunééna linie vykazuje komplexni
karyotyp s Cetnymi chromozomalnimi aberacemi, nevykazuje vSak typické translokace spojené s Burkittovym
lymfomem.

Jednou z jedinecnych charakteristik bunécné linie Toledo je absence exprese polypeptidového retézce
imunoglobulinu (Ig) a také absence detekovatelnych genovych segmenti konstantni (C) oblasti. Navzdory tomu
si Toledo zachovava schopnost podléhat somatické hypermutaci ve svych variabilnich (V) genovych
segmentech, coz je jev typicky pozorovany u B bunék germinalnich center. Zajimavé je, Ze Toledo akumuluje
intraklonalni mutace s vyssi frekvenci nez jiné lymfomové bunécéné linie, jako jsou Daudi a Raji, a to i pres
absenci vyznamnych klonalnich mutaci. To naznacuje, Ze mutacni proces mohl pokracovat in vitro i po
transformaci, cozZ potencialné nabizi cenny model pro studium molekularnich mechanism@ somatické
hypermutace.
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Citation

Toledo (katalogové ¢islo Cytion 305351)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_3611
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CD10+, CD19+, CD20+, CD38+, CD23-, CD39-

EBV -, HBV -, HCV -, HIV-1 -, HIV-2 -, HTLV-1/2 -, MLV -, SMRV -

Mutace: KRAS, jednoducha, p.Gly13Asp (c.38G>A), heterozygotni; Mutace: TP53, jednoducha, p.Glu198fs
(c.592_596del5), nespecifikovana

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

Dopliite médium o 10% FBS

Zadny

50 hodin

Kultury udrZujte pravidelnym pridavanim nebo vyménou média. Zahajte kultury s hustotou 5 x 10° bunék/ml a
pro optimalni riist udrzujte koncentraci bun&k v rozmezi 3 x 10° aZ 1 x 10°® bunék/ml.

2a74x10 bundk/ml

Kazdé 2 az 3 dny

Jako kryokonzervaéni médium pouZivame kompletni rlistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.
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1. Ovérte si, Ze lahvicka zUstane pfi 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.

o £o " ,
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

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 lahvicky do vhodného skladu.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvi¢ky 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 a molekularni analyza
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Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vylou¢ena jak pomoci testd 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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