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Vseobecné informacie

Description
Bunka Toledo je bunkova linia difizneho velkobunkového B-bunkového lymfému (DLBCL), ktora bola pévodne
izolovana z periférnej krvi pacienta s DLBCL, u ktorého sa neskor po vysokodavkovej chemoterapii a
transplantacii kostnej drene vyvinul sekundarny lymfém v mozgu. Tato bunkova linia vykazuje komplexny
karyotyp s viacerymi chromozémovymi aberaciami, ale nevykazuje typické translokacie spojené s Burkittovym
lymfémom.
Jednou z jedinecnych charakteristik bunkovej linie Toledo je absencia expresie polypeptidového retazca
imunoglobulinu (Ig) a chybaju jej aj detekovatelné génové segmenty konstantnej (C) oblasti. Napriek tomu si
Toledo zachovava schopnost podliehat somatickej hypermutacii vo svojich variabilnych (V) génovych
segmentoch, €o je jav typicky pozorovany v B-bunkach germinalnych centier. Zaujimavé je, Ze Toledo akumuluje
intraklonalne mutacie s vysSou frekvenciou ako iné lymfomové bunkové linie, napriklad Daudi a Raji, napriek
absencii vyznamnych klonalnych mutacii. To naznacuje, Ze mutacny proces mohol pokracovat in vitro po
transformacii, Co potencialne pontka cenny model na stidium molekularnych mechanizmov somatickej
hypermutacie.

Organism Ludské

Tissue Periférna krv

Disease DifGzny velkobunkovy B-lymfém typu B-buniek germinalneho centra

Applications 3D bunkové kultiry, imunolégia

Synonyms TOLEDO

Charakteristika

Age Dospeli

Gender Zeny

Ethnicity Kaukazsky

Morphology Lymfoblast

Growth Pozastavenie

properties
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Regulacné udaje
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Citation

Toledo (katalégové Cislo Cytion 305351)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_3611

Biomolekularne udaje
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CD10+, CD19+, CD20+, CD38+, CD23-, CD39-

EBV -, HBV -, HCV -, HIV-1 -, HIV-2 -, HTLV-1/2 -, MLV -, SMRV -

Mutacia: KRAS, jednoducha, p.Gly13Asp (c.38G>A), heterozygotna; Mutdacia: TP53, jednoducha, p.Glu198fs
(c.592_596del5), nespecifikovana

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820700a)

Dopliite médium o 10 % FBS

Ziadne

50 hodin

Kultdry udrZiavajte pravidelnym pridavanim alebo vymenou média. Kultiry zacnite s hustotou 5 x 10° buniek/m!
a pre optimalny rast udrZujte koncentraciu buniek v rozmedzi 3 x 10°az1x10° buniek/ml.

2az4x 105 buniek/ml

Kazdé 2 aZ 3 dni

Ako kryokonzerva¢né médium pouZzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spésobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. VSetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili Gc¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage
Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality a molekularna analyza
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Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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