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Vispariga informacija

Description
PLH Stinu linija ir EpSteina-Barra virusa (EBV) transforméta cilvéka limfoblastoidu stnu linija, kas iegiita no

pacienta ar iedzimtu virsnieru hiperplaziju (CAH), ko izraisijis steroidu 21-hidroksilazes (21-OHazes) deficits. Si
autosomali recesiva slimiba, kas traucé kortizola biosintézi, ir ciesi saistita ar specifiskiem HLA haplotipiem,
Tpasi HLA-Bw47;DR7. PLH linija ir homozigotiska Sim haplotipam, un to izmanto ka genétisko modeli, lai pétitu
21-OHazes deficita molekularo pamatu. Ta ir pasi vértiga, pétot génu izdzésanu, kas ietekmé citohroma P-
450C21 génu, kurs ir atbildigs par 21-hidroksiléSanu, kas ir biitisks kortizola razoSanas posms. Molekularas
analizes, izmantojot DNS zondes, apstiprinaja, ka PLH Stinam ir homozigotiska viena no diviem P-450C21
géniem delecija, kas atbilst 21-hidroksilazes aktivitates zudumam, kas novérots skartajiem individiem.

PLH 3anu linija bija dala no Ceturta Azijas un Okeanijas Histokompatibilitates seminara (4AOHW) panela, kura
meérkis bija nodrosinat labi raksturotu ar EBV transformétu limfoblastoidu Stnu liniju kopumu, kas parstav
dazadas MHC aléles un haplotipus. Sie paneli kalpo ka biitiski resursi histokompatibilitates pétijumiem, HLA
tipizacijas izstradei un imangenétikas pétijumiem. PLH atlase ieklauSanai 4AOHW atspogulo tas unikalo MHC
genotipu un nozimigumu slimibam, veicinot gan HLA alélu pieSkirSanas standartizaciju, gan pétijumus, kuros
tiek pétita ar imunitati saistitu traucéjumu genétiska struktara.

Organism Cilvéks
Tissue Virsnieru dziedzeris
Disease Klasiska iedzimta virsnieru hiperplazija 21-hidroksilazes deficita dél

Metastatic site Periféras asinis

Raksturojums
Age Nav noradits
Gender Sievietes
Ethnicity skandinavu
Morphology Limfoblasts
Cell type B 3ina
Growth Apturé$ana
properties

Normativie dati
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Citation PLH (Cytion kataloga numurs 302137)
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_E810

Biomolekularie dati

Viruses Epsteina-Barra viruss (EBV)
Darbs ar
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabils glutamins, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820700a)
Medium
Supplements Papildinat barotni ar 10% FBS
Subculturing Viegli homogenizgjiet Sinu suspensiju kolba, pipet&jot augsup un lejup, péc tam panemiet reprezentativu

paraugu, lai noteiktu Stinu blivumu uz ml. AtSkaidiet suspensiju ar svaigu kultivésanas vidi, lai panaktu Stinu
koncentraciju 1 x 1025 Stinas/ml, un sadaliet sagatavoto suspensiju alikvotos daudzumos jaunas kolbas
turpmakai kultivésanai.

Freeze Ka kriokonservésanas barotni izmantojiet pilnvértigu augSanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu regeneraciju un samazinatu
krioinduceéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation

 Cytion

. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo SUnas tiek sttitas uz sausa ledus, lai

parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par-150 °C, lai

nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

. Talitejas kultivéSanas gadijuma atri atkaus€jiet flakonu, iegremdéjot to 37°C idens vanna ar tiru tdeni

un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot

kriovialu ar 70% etanolu.

. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stiinu suspensiju 15 ml centrifligas mégené, kura ir 8

mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

. Centrifuggjiet maisijumu ar 300 x g 3 minutes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas

satur saldésanas barotnes atlikumus.

. Viegli resuspendét Stinu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit

divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augsanu.

. levérojiet noteiktos subkultliru protokolus, lai nodrosinatu nepartrauktu Stnu linijas augsanu un

uzturésanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

or £o s .
Atmosphere 37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating

Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas
vai plates.

Freezing

Procedure Kriokonservétas Siinu linijas tiek sititas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pdpi::?fns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatlra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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