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Obecné informace

Description
B-LCL-CDGS5 je bunécna linie B lymfocytl transformovana EBV odvozena od pacienta s PMM2-CDG, vrozenou

poruchou glykosylace (CDG) zplisobenou mutacemi v genu *PMM2*. Tato porucha narusuje spravnou syntézu a
navazani glykanovych struktur na glykoproteiny a glykolipidy a postihuje vice organovych systém. Deficit
fosfomannomutdazy 2 (PMM2) narusuje pfeménu mandza-6-fosfatu na mandza-1-fosfat, coz je kriticky krok
glykosylace, a vede k porucham bunéénych funkci a systémovym komplikacim.

Jako linie B bunék imortalizovanych EBV slouzi B-LCL-CDGS5 jako kli¢ovy model pro studium biochemickych a
molekuldrnich G¢inkd mutaci *PMM2*. Tato bunécna linie umoziiuje vyzkumnikim zkoumat defekty
glykosylace, enzymatickou aktivitu PMM2 a bunécné disledky narusené glykosylace. Kromé toho poskytuje
platformu pro testovani potencialnich terapeutickych pristupd, jako jsou farmakologické chaperony, terapie pro
zvySeni t¢innosti enzymu nebo strategie dopliiovani substratd. B-LCL-CDG5 v kombinaci s dalsimi bunécnymi
liniemi odvozenymi od pacientl s CDG napomaha k lepsimu pochopeni PMM2-CDG a vyvoji cilenych moznosti
1éCby.

Organism Clovék
Tissue Periferni krev

Disease EBV-transformovana B-lymfoblastoidni bunééna linie (B-LCL); PMM2-CDG (vrozena porucha glykosylace,
odvozena od pacienta)

Metastatic site Nevztahuje se (EBV-transformované B-LCL; bez metastaz)

Applications Genotypizace U¢inkG CDG v imunitnich burikach, funkéni testovani (napf. povrchovych antigent B bunék),
testovani cytotoxickych léCiv. Mutacni analyza, analyza apoptotickych mechanismd, typizace HLA, vliv defektni
glykosylace odlisnych bunéénych glykoproteint na réizné funkce.

Charakteristika
Gender Zeny
Ethnicity Kavkazsky
Morphology Kulaté buriky
Cell type B lymfocyty
Growth Zavé&3eni, Cluster
properties
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Regulacni udaje

Citation B-LCL-CDGS5 (katalogové ¢&islo Cytion 302016)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession Neni pfifazeno

GMO Status GMO-S2: Tato kultura B-LCL obsahuje stabilné udrzovany epizom EBV kddujici geny virové latentni faze
(EBNA-1/-2/-3, LMP-1/-2). EBV je patogen zarazeny do rizikové skupiny 2; je vyZzadovano bezpeénostni
opatreni BSL-2. Tato klasifikace plati v Némecku; v jinych zemich se predpisy mohou lisit.

Biomolekularni data

Viruses Transformant: EBV
’ ’
Zpracovani
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Dopliite médium o 10 % tepelné& inaktivovaného FBS
Subculturing Kultury udrujte pravidelnym pFidavanim nebo vymé&nou média. Kultury zahajte s hustotou 2 x 10° bunék/ml a

pro optimalni riist udrzujte koncentraci bun&k v rozmezi 1 x 10° aZ 5 x 10° bunék/ml.

Fluid renewal Jakmile se barva média zmé&nila na Zlutou

Post-Thaw Stfedni

Recovery

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium 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 a molekularni analyza

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.

Profil STR Amelogenin: x,x
CSF1PO: 11,12
D13S317: 8,12
D16S539: 12
D5S818: 11
D7S820: 8,11
THO01:6,9.3
TPOX: 8,10
VWA: 16,18
D3S1358: 17,18
D21S11: 30,30.2
D18S51: 14,16
PentaE: 7,13
PentaD: 12,13
D8S1179:12,13
FGA: 22,23
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