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Morphology

Growth
properties

AToledo sejtvonal egy diffiz nagy B-sejtes limfoma (DLBCL) sejtvonal, amelyet eredetileg egy DLBCL-ben

,,,,,

atiiltetés utan masodlagos agyi limféma alakult ki. Ez a sejtvonal 6sszetett kariotipust mutat, amelyben szamos
kromoszomalis aberracio figyelheté meg, azonban nem rendelkezik a Burkitt-limfémahoz kapcsolddo tipikus
transzlokaciokkal.

A Toledo sejtvonal egyik egyediilalld jellemzdje azimmunglobulin (Ig) polipeptidlanc expresszidjanak hianya,
valamint az is, hogy nem rendelkezik kimutathaté konstans (C) régié génszegmensekkel. Ennek ellenére a
Toledo megdrzi azt a képességét, hogy valtozd (V) génszegmenseiben szomatikus hipermutacién menjen
keresztiil, ami egy olyan jelenség, amelyet jellemzéen a germinalis kdzpont B-sejtjeiben figyelnek meg. Erdekes
maodon a Toledo jelentGsebb klonalis mutacidk hianya ellenére is nagyobb gyakorisaggal halmoz fel
intraklonalis mutacidkat, mint mas limféma-sejtvonalak, példaul a Daudi és a Raji. Ez arra utal, hogy a mutacids
folyamat a transzformaciot kdvetden in vitro is folytatodhatott, ami potencialisan értékes modellt jelenthet a
szomatikus hipermutacié molekuldris mechanizmusainak tanulmanyozasahoz.

Emberi

Periférias vér

Diffiz nagy B-sejtes limfoma csirakdzpontu B-sejtes tipus

3D sejtkultdra, immunoldgia

TOLEDO

Felnétt

NGi

Kaukazusi

Limfoblasztok

Felfliggesztés

Szabalyozasi adatok
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Citation Toledo (Cytion katalégusszam: 305351)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3611

Biomolekularis adatok

Antigen CD10+, CD19+, CD20+, CD38+, CD23-, CD39-
expression
Viruses EBV -, HBV -, HCV -, HIV-1 -, HIV-2 -, HTLV-1/2 -, MLV -, SMRV -, MLV -, SMRV -
Mutational Mutacid: KRAS, egyszer(, p.Gly13Asp (c.38G>A), heterozigdta; Mutacio: TP53, egyszert, p.Glu198fs
profile (c.592_596del5), nem meghatérozott
&,
A kezelese
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabil glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion 820700a cikkszam)
Medium
Supplements Ataptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel
Dissociation Nincs
Reagent
Doubling time 50 6ra
Subculturing A tenyészeteket a taptalaj rendszeres hozzaadaséval vagy cseréjével tartsa fenn. A tenyészeteket 5 x 10° sejt/ml

stiriséggel inditsa el, és az optimalis névekedés érdekében tartsa a sejtkoncentraciét 3 x 10° és 1 x 10° sejt/ml
kozotti tartomanyban.

. 5
Seeding 2-4x10 sejt/ml
density
Fluid renewal 2-3 naponta
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Freeze Krioprezervald taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznélunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.

Thawing and

R 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids Uiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, dramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertétlenitstk a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletli taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenzidt két T25-6s tenyésztblombik kdzott; szuszpenzids kultirdk esetében az dsszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatds és ndvekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%(;02’ parasitott légkor.

Shipping
Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt ccomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,

hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld tarolohelyre.
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Storage
Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabol helyezze az livegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, koriilbeliil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel el6tt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés

Sterility
A mikoplazma-szennyez6dést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapd mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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