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Obecné informace

Description
Bunécna linie PLH je lidska lymfoblastoidni bunécna linie transformovana virem Epsteina-Barrové (EBV) a
ziskana od pacienta s kongenitalni adrenalni hyperplazii (CAH) v disledku deficitu steroidni 21-hydroxylazy (21-
OHazy). Tato autozomalné recesivni porucha, ktera narusuje biosyntézu kortizolu, je silné vazana na specifické
haplotypy HLA, zejména HLA-Bw47;DR7. Linie PLH je homozygotni pro tento haplotyp a byla pouZita jako
geneticky model pro zkoumani molekularni podstaty deficitu 21-OHazy. Je obzvlasté cenna pfi studiu genovych
deleci postihujicich gen cytochromu P-450C21, ktery je zodpovédny za 21-hydroxylaci, coz je kli¢ovy krok pfi
produkci kortizolu. Molekularni analyzy pomoci DNA sond potvrdily, Ze PLH buriky vykazuji homozygotni deleci

jednoho ze dvou gentl P-450C21, coz odpovida ztraté aktivity 21-hydroxylazy pozorované u postizenych jedincg.

Bunécna linie PLH byla soucasti panelu 4A0OHW (Fourth Asia-Oceania Histocompatibility Workshop), jehoZ cilem
bylo poskytnout dobre charakterizovany soubor lymfoblastoidnich buné¢nych linii transformovanych EBV, které
reprezentuji rlizné alely a haplotypy MHC. Tyto panely slouZi jako zékladni zdroje pro studie histokompatibility,
vyvoj typizace HLA a imunogeneticky vyzkum. Vybér PLH pro zarazeni do 4AOHW odrazi jeho jedinecny genotyp
MHC a vyznam pro onemocnéni, coZ prispiva jak ke standardizaci prifazeni alel HLA, tak ke studiim zkoumajicim
genetickou architekturu poruch souvisejicich s imunitou.

Organism Clovék
Tissue Nadledvinky
Disease Klasicka vrozena hyperplazie nadledvin zplsobena deficitem 21-hydroxylazy

Metastatic site Periferni krev

Charakteristika
Age Nespecifikovano
Gender Zeny
Ethnicity Skandindvské
Morphology Lymfoblasty
Cell type B Cell
Growth Zavédeni
properties
Regulaéni udaje
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Citation PLH (katalogové &islo Cytion 302137)
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_E810

Biomolekularni data

Viruses Virus Epsteina-Barrové (EBV)
’ ’
Zpracovani
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Doplrite médium o 10% FBS
Subculturing Jemné homogenizujte bunéénou suspenzi v bance pipetovanim nahoru a dold a poté odeberte reprezentativni

vzorek pro stanoveni hustoty bunék na ml. Zredte suspenzi tak, abyste dosahli koncentrace bunék 1 x 1045
bunék/ml's Cerstvym kultivaénim médiem, a upravenou suspenzi alikvotné rozdélte do novych banék pro dalsi

kultivaci.
Freeze Jako kryokonzerva¢ni médium pouzijte kompletni ristové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spolec¢nosti Cytion), které

obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep3eni regenerace a snizeni stresu
vyvolaného 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
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporucujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure Kryokonzervované buné&cné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovéfenych, 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.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji 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.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

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

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena 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&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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