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Splosne informacije

Description

Organism
Tissue

Disease
Metastatic site

Applications

Znacilnosti

Gender
Ethnicity
Morphology
Cell type

Growth
properties

B-LCL-CDGL je z EBV transformirana celi¢na linija limfocitov B, pridobljena od bolnika z diagnozo PMM2-CDG,
prirojeno motnjo glikozilacije (CDG). Ta redka presnovna motnja nastane zaradi mutacij v genu *PMM2*, ki
kodira fosfomanomutazo 2 (PMM2), bistven encim v poti glikozilacije. Mutacije v *PMM2* motijo sintezo
glikoziliranih oligosaharidnih verig, kar vodi v okvaro glikozilacije razli¢nih glikoproteinov in glikofingolipidov v
tkivih in krvi. Za motnjo so znacilne vecsistemske manifestacije, ki pogosto vplivajo na nevroloske, jetrne in
endokrine funkcije.

B-LCL-CDG1 je z EBV transformirana limfoblastoidna celi¢na linija, ki je dragocen in vitro model za preucevanje
molekularnih in celi¢nih posledic pomanjkanja *PMM2*. To celicno linijo je mogoce uporabiti za raziskovanje
okvar glikozilacije, aktivnosti encima PMM2 in morebitnih terapevtskih posegov, vkljucno z gensko korekcijo in
dodajanjem substrata. B-LCL-CDGL1 je skupaj z drugimi celi¢nimi linijami, ki izvirajo iz bolnikov s CDG, kljucni vir
za razumevanje patofiziologije CDG in vrednotenje novih strategij zdravljenja teh motenj.

Clovek

Periferna kri

Prirojene motnje glikozilacije

Ne velja (EBV-transformirane B-LCL; brez metastaz)

Genotipizacija u¢inkov CDG v imunskih celicah. Funkcionalno testiranje (npr. povrsinski antigeni celic B).
Testiranje citotoksi¢nih zdravil. Mutacijska analiza. Analiza apoptoti¢nih mehanizmov. Tipizacija HLA. Vpliv
pomanijkljive glikozilacije razlicnih celi¢nih glikoproteinov na razli¢ne funkcije.

Zenske

Kavkaski

Okrogle celice

Limfocit B

Vzmetenje, grozd

Regulativni podatki
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Citation B-LCL-CDG1 (katalo3ka 3tevilka Cytion 302012)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession Ni dodeljeno

GMO Status GMO-S2: Ta B-LCL vsebuje stabilno ohranjen EBV-epizom, ki kodira gene virusne latentne faze (EBNA-1/-
2/-3, LMP-1/-2). EBV je uvrscen v skupino patogenov tveganja 2; zahteva se varnostna stopnja BSL-2. Ta
uvrstitev velja v Nemciji; predpisi se drugod lahko razlikujejo.

Biomolekularni podatki
Viruses Transformant: EBV

Ravnanje s spletno stranjo

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnega glutamina, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Stevilka izdelka Cytion 820700a)

Medium

Supplements Gojisce dopolnite z 10 % toplotno aktiviranega FBS

Subculturing Kulture vzdrzujte z rednim dodajanjem ali zamenjavo gojis¢a. Kulture zacnite z gostoto 2 x 10° celic/mlin za

optimalno rast ohranjajte koncentracijo celic v obmocju od 1 x 10°do 5x 10° celic/ml.

Fluid renewal Ko se srednja barva spremeni v rumeno

Freeze Kot gojisce za kriokonzervacijo uporabljamo popolno rastno gojisce (vkljucno s FBS) + 10 % DMSO za ustrezno

medium vitalnost po odmrznitvi ali CM-1 (kataloSka Stevilka 800100 podjetja Cytion), ki vkljucuje optimizirane
osmoprotektante in presnovne stabilizatorje za izboljSanje okrevanja in zmanjSanje stresa, povzroCenega s
kriom.
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Thawing and

rin o o ) . . . S
Culturing Cells 1. Prepricajte se, da je viala ob dostavi globoko zamrznjena, saj se celice posiljajo na suhem ledu, da se
med prevozom ohranijo optimalne temperature.

2. Po prejemu kriovial takoj shranite pri temperaturi pod -150 °C, da zagotovite ohranitev celi¢ne
celovitosti, ali pa nadaljujte s korakom 3, Ce je potrebno takojsnje gojenje.

3. ZatakojSnje gojenje vialo hitro odtalite tako, da jo potopite v vodno kopel s Cisto vodo in
protimikrobnim sredstvom pri 37 °C ter 40-60 sekund neZzno mesate, dokler ne ostane majhen ledeni
kepica.

4. Vse nadaljnje korake izvajajte v sterilnih pogojih v pretocni nape, pred odprtjem pa kriovial razkuZite s
70 % etanolom.

5. Previdno odprite razkuZeno vialo in celi¢no suspenzijo prenesite v 15-mililitrsko centrifugirno epruveto,
ki vsebuje 8 ml gojisca sobne temperature, ter neZno premesajte.

6. MeSanico centrifugirajte pri 300 x g 3 minute, da locite celice, in previdno zavrzite supernatant, ki
vsebuje ostanke zamrzovalnega gojisca.

7. Pelet celic nezno ponovno suspendirajte v 10 ml sveZega gojis¢a. Pri adherentnih celicah suspenzijo
razdelite med dve bucki T25; pri suspenzijskih kulturah prenesite vse gojisce v eno bucko T25, da
spodbudite ucinkovito interakcijo in rast celic.

8. Upostevajte uveljavljene protokole subkultur za nadaljnjo rast in vzdrzevanje celicne linije ter tako
zagotovite zanesljive rezultate poskusov.

Incubation
Atmosphere 37°C,5 %oy vlazno ozracje.

Flask Coating Ni¢

Freezing

Procedure Kriokonzervirane celicne linije se poSiljajo na suhem ledu v potrjeni, izolirani embalaZi z zadostno koli¢ino
hladilnega sredstva, da se med prevozom vzdrzuje priblizno -78 °C. Ob prejemu takoj preglejte embalaZzo in viale
nemudoma prenesite v ustrezno skladisce.

Shipping

Conditions Kriokonzervirane celicne linije se posiljajo na suhem ledu v potrjeni, izolirani embalaZi z zadostno koli¢ino
hladilnega sredstva, da se med prevozom vzdrZuje priblizno -78 °C. Ob prejemu takoj preglejte embalaZo in viale
nemudoma prenesite v ustrezno skladisce.
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Storage

Conditions Za dolgotrajno shranjevanje viale postavite v tekoci dusik v parni fazi pri priblizno -150 do -196 °C. Shranjevanje

pri-80 °C je sprejemljivo le kot kratek vmesni korak pred prenosom v tekoci dusik.

Kontrola kakovosti in molekularna analiza

Sterility
Kontaminacija z mikoplazmo se izkljuci z uporabo testov na podlagi PCR in metod za odkrivanje mikoplazme na
podlagi luminiscence.
Da se zagotovi, da ni kontaminacije z bakterijami, glivami ali kvasovkami, se celi¢ne kulture dnevno vizualno
pregledujejo.
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