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Informatii generale

Description
B-LCL-CDGL este o linie celulara de limfocite B transformata prin EBV derivata de la un pacient diagnosticat cu

PMM2-CDG, o tulburare congenitala de glicozilare (CDG). Aceasta tulburare metabolica rara provine din mutatii
ale genei *PMM2*, care codifica fosfomannomutaza 2 (PMM2), o enzima esentiala in calea glicozilarii. Mutatiile n
*PMM2* perturba sinteza lanturilor de oligozaharide glicozilate, ducand la glicozilarea defectuoasa a diferitelor
glicoproteine si glicozfingolipide din tesuturi si sange. Afectiunea se caracterizeaza prin manifestari
multisistemice, afectand adesea functiile neurologice, hepatice si endocrine.

Ca linie celulara limfoblastoida transformata prin EBV, B-LCL-CDG1 ofera un model in vitro valoros pentru
studierea consecintelor moleculare si celulare ale deficitului de *PMM2*. Aceasta linie celulara poate fi utilizata
pentru a studia defectele de glicozilare, activitatea enzimei PMM2 si potentiale interventii terapeutice, inclusiv
corectia genica si suplimentarea substratului. B-LCL-CDG1, alaturi de alte linii celulare derivate de la pacientii cu
CDG, reprezinta o resursa esentiald pentru intelegerea fiziopatologiei CDG si pentru evaluarea unor noi strategii
de tratament pentru aceste afectiuni.

Organism Om

Tissue Sange periferic

Disease Tulburari congenitale de glicozilare

Metastatic site Nu se aplic3 (LCL de tip B transformat de EBV; fird metastaze)

Applications Genotiparea efectelor CDG Tn celulele imunitare. Teste functionale (de exemplu, antigene de suprafatd ale
celulelor B). Testarea medicamentelor citotoxice. Analiza mutationald. Analiza mecanismelor apoptotice.
Tipizarea HLA. Impactul glicozilarii defectuoase a diferitelor glicoproteine celulare asupra diverselor functii.

Caracteristici
Gender Femei
Ethnicity Caucazian
Morphology Celule rotunde
Cell type Limfocitele B
Growth Suspensie, cluster
properties

Date de reglementare
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Citation B-LCL-CDG1 (numar de catalog Cytion 302012)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession Nealocat

GMO Status GMO-S2: Aceasta linie celulard B-LCL contine un episom EBV mentinut Th mod stabil, care codificd gene
ale fazei latente virale (EBNA-1/-2/-3, LMP-1/-2). EBV este clasificat ca agent patogen din grupa de risc 2;
este necesara izolarea la nivelul BSL-2. Aceasta clasificare se aplica in Germania; reglementarile pot
diferiin alte tari.

Date biomoleculare

Viruses Transformant: EBV
Manipulare
Culture RPMI 1640, cu: 2,0 mM glutamina stabila, cu: 2,0 g/L NaHCO3 (numar articol Cytion 820700a)
Medium
Supplements Suplimentati mediul cu 10% FBS inactivat termic
Subculturing Mentineti culturile adaugand sau nlocuind periodic mediul. Initiati culturile cu o densitate de 2 x 10° celule/ml

si mentineti concentratia celulara in intervalul 1 x 10° panala5x 10° celule/ml pentru o crestere optima.

Fluid renewal Odata ce culoarea medie s-a transformat in galben
Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
medium adecvatd dupa dezghetare sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati

si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de criogenie.
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Thawing and

Culturing Cells . . A . . . <
g 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata
carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curatd si un agent antimicrobian, agitdndu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 mica aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspendd usor peletul celular in 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%(302’ atmosfera umidificata.

Flask Coating Niciuna

Freezing

Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.

Shipping

Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.
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Storage
Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa Tntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA

Sterility
Contaminarea cu micoplasma este exclusa utilizdnd atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.
Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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