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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Disease

Metastatic site

Bunkova linia PLH je ludska lymfoblastoidna bunkova linia transformovana virusom Epsteina-Barrovej (EBV),
ziskana od pacienta s vrodenou hyperplaziou nadobliciek (CAH) v désledku deficitu steroidnej 21-hydroxylazy
(21-OHazy). Tato autozomalne recesivna porucha, ktora nartsa biosyntézu kortizolu, je silne spojena so
Specifickymi haplotypmi HLA, najma HLA-Bw47;DR7. Linia PLH je homozygotna pre tento haplotyp a pouZiva sa
ako geneticky model na skimanie molekularnej podstaty deficitu 21-OHazy. Je obzvlast cenna pri Studiu
génovych delécii ovplyviiujucich gén cytochrému P-450C21, ktory je zodpovedny za 21-hydroxylaciu, klG¢ovy
krok pri produkcii kortizolu. Molekularne analyzy pomocou sond DNA potvrdili, Ze PLH bunky vykazuju
homozygotnu deléciu jedného z dvoch génov P-450C21, ¢o zodpoveda strate aktivity 21-hydroxylazy
pozorovanej u postihnutych jedincov.

Bunkova linia PLH bola sicastou panelu 4A0OHW (Fourth Asia-Oceania Histocompatibility Workshop), ktorého
cielom bolo poskytnut dobre charakterizovany subor lymfoblastoidnych bunkovych linii transformovanych EBV,
ktoré reprezentuju rozne alely a haplotypy MHC. Tieto panely sliZia ako zakladné zdroje pre Studie
histokompatibility, vyvoj typizacie HLA a imunogeneticky vyskum. Vyber PLH na zaradenie do 4AOHW
odzrkadluje jeho jedine¢ny genotyp MHC a vyznam pre ochorenia, Co prispieva k Standardizacii priradenia alel
HLA a k Stidiam skdmajdcim genetickd Struktdru porich savisiacich s imunitou.

Ludské

Nadoblicky

Klasicka vrodena hyperplazia nadobliciek spésobena deficitom 21-hydroxylazy

Periférna krv

Charakteristika
Age Nespecifikované
Gender Zeny
Ethnicity Skandinavsky, kaukazsky
Morphology Lymfoblast
Cell type B bunka
Growth Pozastavenie
properties
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Regulacne udaje
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Citation PLH (katalégové &islo Cytion 302137)
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_E810

Biomolekularne udaje

Viruses Virus Epsteina-Barrovej (EBV)
Spracovanie
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Doplrite médium o 10 % FBS
Subculturing Jemne homogenizujte bunkovu suspenziu v banke pipetovanim hore a dole, potom odoberte reprezentativnu

vzorku na stanovenie hustoty buniek na ml. Suspenziu zriedte cerstvym kultivaénym médiom, aby ste dosiahli
koncentraciu buniek 1 x 10° buniek/ml, a upraven( suspenziu rozdelte do novych baniek na dalSie kultivovanie.

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

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spoloénosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlep3enie 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 / 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.
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