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B-LCL-HROC59 on Epstein-Barr-viruksen (EBV) avulla ikuistettu ihmisen B-lymfoblastoidinen solulinja, joka on
tuotettu primaarisesta kolorektaalisesta karsinoomasta HROC59 eristetyista tuumoriin tunkeutuneista B-
soluista (TiBc). Emotuumori resektoitiin aikuiselta miespotilaalta, jolla oli oikeanpuoleinen sporadinen
kolorektaalinen karsinooma ja pitkalle edennyt sairaus. Tuore kasvainkudos hajotettiin mekaanisesti
yksisoluisten suspensioiden saamiseksi, ja B-solut immortalisoitiin selektiivisesti in vitro kayttamalla EBV:ta
sisaltavaa supernatanttia, joka oli perdisin B95/8-marmosettisolulinjasta, syklosporiini A:n l[asna ollessa T- ja
NK-solujen lisddntymisen estamiseksi. Pitkaaikainen viljely johti monoklonaalisen B-solupopulaation vakaaseen
kasvuun, kuten immunoglobuliinigeenien uudelleenjarjestaytymisanalyysi osoitti.

B-LCL-HROC59 erittdd immunoglobuliini G:ta (IgG) ainoana isotyyppindan, ja sen tuotanto on vakaata
pitkittyneen viljelyn aikana. Solupohjaisissa sitoutumistesteissa B-LCL-HROC59:sta peraisin oleva IgG osoitti
vain vahaista sitoutumista testattuihin allogeenisiin kolorektaalisydvan solulinjoihin verrattuna muihin TiBc:sta
perdisin oleviin IgG:ihin, jotka osoittivat voimakkaampaa kasvainsolujen reaktiivisuutta. Viljelyn aloittamisen
aikana ei havaittu merkkeja spontaanista B-solujen kasvusta ilman eksogeenista EBV:ta, mika viittaa siihen, etta
immortalisaatio tapahtui in vitro eika se heijastanut latenttia EBV-ohjattua transformaatiota in vivo.
Monoklonaalisena, antigeenikokeneena tuumoriin tunkeutuvana B-solulinjana B-LCL-HROC59 tarjoaa
madritellyn mallin kolorektaalisen syovan mikroympdariston humoraalisten immuunivasteiden tutkimiseen seka
tuumoriin liittyvien vasta-aineiden spesifisyyden ja toiminnallisten ominaisuuksien tutkimiseen.

lhminen

Perifeerinen veri

Syopa

Bc HROC59, TiBcHROC59
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Saantelytiedot
Citation B-LCL-HROC59 (Cytionin luettelonumero 302073)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_AT7US

Biomolekyylitiedot

Surface CD19
antigens
Viruses Muuntaja: EBV
Kasittely
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabiilia glutamiinia, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytionin artikkelinumero 820700a)
Medium
Supplements Taydennetaan elatusainetta 10 % lampoinaktivoidulla FBS:lla
Subculturing Homogenoi solususpensio varovasti pullossa pipetoimalla ylos ja alas, ota sitten edustava ndyte solutiheyden

maarittamiseksi millilitraa kohti. Laimenna suspensio tuoreella viljelyalustalla solupitoisuudeksi 1 x 10°
solua/ml ja jaa sdadetty suspensio uusiin pulloihin jatkokasittelya varten.

Freeze Kryosdilytysmediana kdytamme taydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittdvan

medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:ta (Cytionin luettelonumero 800100), joka
sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Varmista, etta injektiopullo pysyy syvajaadytettyna toimitettaessa, silla solut kuljetetaan kuivajaassa,
jotta optimaalinen l[@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaan valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vetta ja antimikrobista ainetta, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes
jaastd on jaljellad pieni jaamohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirra solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka sisaltaa 8
ml huoneenlampoista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja hévita varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jaannospakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirra kaikki
vdliaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.

Incubation

Atmosphere 37°C,5 %oy kostutettu ilmakeha.

Flask Coating
Optimaalisen kiinnittymisen ja elinkelpoisuuden saavuttamiseksi sulatuksen jalkeen suosittelemme
kollageenipinnoitettujen pullojen tai levyjen kayttoa.

Freezing

Procedure Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajadssa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.
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Shipping

Conditions Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Storage

Conditions Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan hoéyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -

196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena vélivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta / Geneettinen profiili / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla etta luminesenssiin perustuvilla
mykoplasman osoitusmenetelmilla.

Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.

HLA-alleelit A*:'03:01:01, '24:02:01
B*:'01:02:01, '27:05:02
C*:'02:02:02,'07:02:01
DRB1*:'04:01:01, '15:01:01
DQA1*:'01:02:01, '03:03:01
DQB1*:'03:02:01, '06:02:01
DPB1*:'04:01:01, '14:01:01
E:'01:03:02
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