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Morphology

Cell type

Growth
properties

R4

V st€asnosti su k dispozicii aj imortalizované verzie tychto buniek podobnych HK/FDC, ktoré ponukaju
stabilnejsi a skalovatelnejsi nastroj pre dlhodobé sStiidie funkcie FDC a interakcii B buniek.

Bunky podobné folikuldrnym dendritickym bunkam (FDC) (HK bunky) z ludskych mandli boli vytvorené na Gcely
skiimania Glohy FDC v germinalnych centrach lymfoidnych folikulov. Spociatku HK bunky exprimovali markery
ako CD21, CD23, DRC-1, CD40, VCAM-1, ICAM-1 a HJ2, ale do troch dni kultivacie stratili DRC-1, CD21 a CD23.
Morfoldgicky a funkéne sa HK bunky odliSuju od fibroblastov a maju jedine¢né poziadavky na rast. Viazu sa na B
bunky, podporuju ich proliferaciu, ale nie na T bunky. Aktivované T bunky, stimulované protilatkami anti-CD3,
sa viazu na HK bunky, indukuju fenotypové zmeny a podporuju ich rast.

HK bunky sa preferen¢ne viazu a stimuluju B bunky germinalneho centra (GC), ¢im ich zachranujui pred
apoptdzou. Zvysuju proliferaciu B buniek v pritomnosti anti-mu alebo anti-CD40. Tieto bunky tiez produkuju
rozpustné faktory, ktoré prispievaju k ich kostimulacnej aktivite. Fenotypové a funkéné analyzy naznacuju, ze
HK bunky m6zu pochadzat z FDC, ¢o zddrazriuje ich potencialnu tlohu v podpore dozrievania a diferenciacie B
buniek GC.

Ludské

Ustna dutina, mandle

Napéjacia bunka pre rast normélnych B lymfocytov a lymfémov/leukémii. Stidie o vyvoji B-buniek v
zarodocnych centrach lymfatickych uzlin. Pripadne vyskum virusovej infekcie FDC

FDC/HK

Dieta

NeSpecifikované

Kaukazsky

Fibrém

Folikularna dendritickd bunka

Adherent

Regulacné udaje
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Citation

HK/FDC (kataldgové Cislo Cytion 300204)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_IY38

Biomolekularne udaje

Surface
antigens

Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Fluid renewal

CD14+, CD40+, ICAM-1+, VCAM-1+

EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion ¢islo ¢lanku 820100a)

Dopliite médium o 10% FBS a 1% NEAA

Accutase

Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouZite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minUt, aby sa
oddelili. Po inkubdacii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v ¢erstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

1 az 2-krat tyzdenne

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 5 x 10% buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu

Recovery zmrazenia a prilnat aspori 24 hodin.

Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu sposobeného 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 okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky 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
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

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

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

o Eo . ,
37°C,5 /0C02’ zvlhéena atmosféra.

yollo

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.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju 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 uchovévanie 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 / Geneticky profil / HLA

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.

Alely HLA A*:'02:01:01, '25:01:01
B*:'14:02:01, '18:01:01
C*:'08:02:01, '12:03:01
DRB1*:'01:02:01, '15:01:01G
DQA1*:'01:01:02, '01:02:01
DQB1*:'05:01:01, '06:02:01
DPB1*:'02:01:02, '23:01:01
E:'01:01:01
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