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Informatii generale

Description
Linia celulara PLH este o linie celulara limfoblastoida umana transformata cu virusul Epstein-Barr (EBV),

obtinuta de la un pacient cu hiperplazie suprarenala congenitala (HSC) datorata deficitului de steroizi 21-
hidroxilaza (21-OHaza). Aceasta tulburare autosomal recesiva, care afecteaza biosinteza cortizolului, este strans
legata de haplotipuri HLA specifice, in special HLA-Bw47;DR7. Linia PLH este homozigota pentru acest haplotip
si a fost utilizatd ca model genetic pentru a investiga baza moleculara a deficientei 21-OHase. Aceasta este
deosebit de valoroasa pentru studierea deletiilor genice care afecteaza gena citocromului P-450C21, care este
responsabila de 21-hidroxilare, o etapa cruciala in producerea cortizolului. Analizele moleculare cu ajutorul
sondelor ADN au confirmat ca celulele PLH prezinta o deletie homozigota a uneia dintre cele doua gene P-
450C21, in concordanta cu pierderea activitatii 21-hidroxilazei observata la persoanele afectate.

Linia celulara PLH a facut parte din panoul celui de-al patrulea atelier de histocompatibilitate Asia-Oceania
(4AOHW), care a avut ca scop furnizarea unui set bine caracterizat de linii celulare limfoblastoide transformate
prin EBV, reprezentand diverse alele si haplotipuri MHC. Aceste panouri servesc drept resurse esentiale pentru
studiile de histocompatibilitate, dezvoltarea tipurilor HLA si cercetarea imunogenetica. Selectarea PLH pentru
includerea in 4A0HW a reflectat genotipul sau MHC unic si relevanta bolii, contribuind atat la standardizarea
atribuirii alelelor HLA, cat si la studiile de explorare a arhitecturii genetice a tulburarilor legate de imunitate.

Organism Oom
Tissue Glanda suprarenala
Disease Hiperplazie suprarenala congenitala clasica datorata deficitului de 21-hidroxilaza

Metastatic site Sange periferic

Caracteristici
Age Nespecificat
Gender Femei
Ethnicity scandinav
Morphology Limfoblast
Cell type CelulaB
Growth Suspensie
properties
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Date de reglementare

Citation PLH (numar de catalog Cytion 302137)
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_E810

Date biomoleculare

Viruses Virusul Epstein-Barr (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
Subculturing Omogenizati usor suspensia celulara din balon prin pipetare in sus si in jos, apoi prelevati o proba

reprezentativa pentru a determina densitatea celulara pe ml. Diluati suspensia cu mediu de cultura proaspat
pana la o concentratie celulara de 1 x 1075 celule/ml si impartiti suspensia ajustata in alicote in baloane noi
pentru cultivare ulterioara.

Freeze Ca mediu de crioconservare, utilizati mediul de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
medium adecvata dupa dezghetare sau CM-1 (numdr de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati
si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de crioconservare.
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Thawing and

Culturing Cells 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 curata si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 micd 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. Seresuspenda usor peletul celularin 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%(:02’ atmosfera umidificata.

Flask Coating
Pentru atasare optima si viabilitate dupa decongelare, va recomandam sa utilizati flacoane sau placi acoperite

cu colagen.

Freezing
Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica Tn 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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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 toata durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.

Storage

Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsd ntre -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 micoplasmd este exclusa utilizand 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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