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B-LCL-CDG3 je linia B lymfocytov transformovana EBV, ziskana od pacienta s PMM2-CDG, vrodenou poruchou
glykozylacie (CDG) sp6sobenou mutaciami v géne *PMM2*. PMM2 kéduje fosfomannomutazu 2, klicovy enzym v
N-glykozylacnej drahe, zodpovedny za premenu mandza-6-fosfatu na mandza-1-fosfat. Deficity PMM2 vedd k
poruche glykozylacie viacerych glykoproteinov a glykolipidov, ¢o vedie k Sirokému spektru klinickych prejavov
vratane neurologickych, hepatalnych a endokrinnych dysfunkcii.

B-LCL-CDG3 ako linia B buniek imortalizovanych EBV sl(Zi ako cenny in vitro model na $tddium molekuldrnych
Gcinkov mutacii *PMM2*. Tato bunkovi liniu mozno pouzit na analyzu glykozylaénych defektov, skimanie
aktivity enzymu PMM2 a testovanie potencialnych terapeutickych stratégii, ako st napriklad terapie na
posilnenie enzymu alebo doplnenie substratu. B-LCL-CDG3 spolu s dalsimi bunkovymi modelmi odvodenymi od
pacientov s CDG prispieva k pokroku vo vyskume patofyziologie CDG a vyvoja liecby.

Ludské

Periférna krv

Vrodené poruchy glykozylacie

Neplati (B-LCL transformované virusom EBV; bez metastaz)

Genotypizacia u¢inkov CDG v imunitnych bunkach, funkéné testovanie (napr. povrchovych antigénov buniek B),
testovanie cytotoxickych liekov. Muta¢na analyza, analyza apoptotickych mechanizmov, typizacia HLA, vplyv
defektnej glykozylacie odlisnych bunkovych glykoproteinov na rézne funkcie.

Zeny

Kaukazsky

Okruhle bunky

B lymfocyty

OdpruZenie, klaster

Regulacne udaje
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Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession Nepriradené
Depositor EMBL

GMO Status GMO-S2: Této kultira B-LCL obsahuje stabilne zachovany epizém virusu EBV, ktory kdduje gény
virusovej latentnej fazy (EBNA-1/-2/-3, LMP-1/-2). EBV je klasifikovany ako patogén rizikovej skupiny 2;
vyZaduje sa izolacia na Grovni BSL-2. Tato klasifikacia plati v Nemecku; v inych krajinach sa predpisy
mozu lisit.

Biomolekularne udaje

Viruses Transformant: EBV
Spracovanie
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Dopliite médium o 10 % tepelne inaktivovaného FBS
Subculturing Kultdry udrZiavajte pravidelnym pridavanim alebo vymenou média. Kultiry zacnite s hustotou 2 x 10° buniek/m!

a pre optimalny rast udrzujte koncentréciu buniek v rozmedzi 1 x 10° a# 5 x 10> buniek/ml.

Fluid renewal Ked sa strednd farba zmeni na Zltd

Post-Thaw Stredné

Recovery

Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium 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 spdsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

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.

o £o " ,
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

Ziadne

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

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

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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