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Obecné informace

Description
B-LCL-HROCA69 je bunééna linie B lymfoblastoidnich bunék imortalizovana virem Epstein-Barr (EBV), vytvofena z
nadorovych infiltrujicich B bunék (TiBc) izolovanych z primarniho vzorku kolorektalniho karcinomu oznaceného
jako HROC69. Pivodni nador pochazel od dospélého muze s pravostrannym kolorektalnim karcinomem
konvenéniho sporadického typu v pokrocilém stadiu onemocnéni. B buriky byly izolovany z Cerstvé resekované
nadorové tkané a imortalizovany ex vivo pomoci supernatantu z EBV produkujici bunééné linie B95/8 marmoset
v pfitomnosti cyklosporinu A k potlaceni ristu T a NK bunék. K ristu klonti B bunék transformovanych EBV
obvykle dochazelo béhem nékolika tydn( a klonalita byla potvrzena analyzou prestavby gen( tézkych a lehkych
retézcl imunoglobulinu pomoci multiplexnich PCR protokolt BIOMED-2.
B-LCL-HROC69 sekretuje imunoglobulin A (IgA), jak bylo stanoveno pomoci izotypoveé specifického ELISA
dlouhodobych kultivaénich supernatantd. Na rozdil od nékolika paralelné vytvorenych linii TiBc produkujicich
IgG nebyl IgA pochazejici z HROC69 dale charakterizovan z hlediska vazby na nadorové buriky v pocatecnich
funkénich screeningovych testech. DileZité je, Ze v nepfitomnosti exogenniho EBV nedoslo k Zadnému
spontannimu ristu B-bunécnych kultur, coz naznacuje, Ze imortalizace je spise in vitro jevem neZ disledkem
latentni infekce EBV in vivo. B-LCL-HROC69 proto predstavuje monoklonalni model B-bunék infiltrujicich nador,
které maji zkusenost s antigenem, vhodny pro zkoumani humoralnich imunitnich odpovédi v mikroprostredi
kolorektalniho karcinomu a pro potencialni identifikaci nadorovych antigend rozpoznavanych lokalné
expandovanymi klony B-bunék.

Organism Clovék

Tissue Periferni krev

Disease Karcinom

Synonyms B-LCL CO69, Bc HROC69, TiBcHROC69

Charakteristika

Age 62 let

Gender MuZi

Ethnicity Kavkazsky

Morphology Kulaté buriky

Cell type B lymfoblast

Growth ZavéSeni

properties
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Regulacni udaje

Citation B-LCL-HROC69 (katalogové &islo Cytion 300864)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_YD53

Depositor M. Linnebacher

Biomolekularni data

Surface CD19
antigens
Viruses Transformant: EBV
’ ’
Zpracovani
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Dopliite médium o 10 % tepelné inaktivovaného FBS
Subculturing Jemné homogenizujte bunéénou suspenzi v bance pipetovanim nahoru a dold, poté odeberte reprezentativni

vzorek pro stanoveni buné¢né hustoty na ml. Suspenzi zfedte cerstvym kultivacnim médiem tak, aby
koncentrace bunék byla 1 x 10° bunék/ml, a upravenou suspenzi rozdélte do novych bariek pro dalsi kultivaci.

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep3eni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . ” - _ . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pri dodani hluboce zmrazena, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pri teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okam?zita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation

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

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporucujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure Kryokonzervované buné&cné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovéfenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky pfechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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