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Altalanos informaciok

Description Ezekneka HK/FDC-szerii sejteknek immortalis valtozatai is elérhet6k mar, amelyek stabilabb és
skalazhat6bb eszkozt kinalnak az FDC funkciéjanak és a B-sejtek kdlcsénhatasainak hosszu tavi
tanulmanyozasahoz.

Az emberi mandulakbdl szarmazo follikularis dendritikus sejtekhez (FDC) hasonlé sejtvonalakat (HK sejtek)
hoztak létre, hogy megvizsgaljak az FDC szerepét a limfoid follikulak germinalis kdzpontjaiban. Kezdetben a HK
sejtek olyan markereket expresszaltak, mint a CD21, CD23, DRC-1, CD40, VCAM-1, ICAM-1 és HJ2, de harom
napos tenyésztés utan elvesztették a DRC-1, CD21 és CD23 markereket. Morfoldgiailag és funkcionalisan a HK
sejtek kiilonboznek a fibroblasztoktdl, és egyedi ndvekedési kdvetelményeik vannak. A B sejtekhez kotédnek,
tamogatva azok proliferaciojat, de a T sejtekhez nem. Az anti-CD3 antitestekkel stimulalt aktivalt T sejtek
kotédnek a HK sejtekhez, fenotipusbeli valtozasokat indukalva és novekedésiiket elGsegitve.

A HK sejtek elényosen kotédnek a germinalis centrum (GC) B sejtekhez és stimulaljak azokat, megmentve ket
az apoptozistol. Anti-mu vagy anti-CD40 jelenlétében fokozzak a B sejtek proliferaciojat. Ezek a sejtek oldhatd
faktorokat is termelnek, amelyek hozzajarulnak ko-stimuldlé aktivitasukhoz. A fenotipusos és funkcionalis
elemzések arra utalnak, hogy a HK sejtek FDC-kb6l szarmazhatnak, kiemelve azok potencialis szerepét a GC B
sejtek érésében és differencialédasaban.

Organism Emberi

Tissue Széjiireg, mandula

Disease Nem neoplasztikus follikularis dendritikus sejtvonal

Applications A normal B-limfocitak és a limfomak/leukémiak novekedésének tapsejtje. A nyirokcsomok csirakozpontjaiban a
B-sejtek fejlédésével kapcsolatos vizsgalatok. Esetleg az FDC-k virusfert6zésének kutatasa

Synonyms FDC/HK

Jellemzok

Age Gyermek

Gender Meghatérozatlan

Ethnicity Kaukazusi

Morphology Fibroidalis

Cell type Follikularis dendritikus sejt
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Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation HK/FDC (Cytion katalégusszam: 300204)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_IY38
GMO Status Nincs genetikai modositas; vad tipust, immortalizalt sejtvonal

Biomolekularis adatok

Surface CD14+, CD40+, ICAM-1+, VCAM-1+, VCAM-1+
antigens

A kezelése

Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion cikkszam: 820100a)
Medium

Supplements A téptalajt 10% FBS-szel és 1% NEAA-val kell kiegésziteni

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time kb. 24-36 4ra

Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekr6l, és mossa ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-
0s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznalva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan 6vatosan keverjiik 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
felulUszét, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at ket Gj lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.

Split ratio 1-3
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Seeding 1-3x 10% sejt/cm?

density

Fluid renewal hetente 1-2 alkalommal

Post-Thaw Felolvasztés utan helyezze a sejteket 5 x 10% sejt/cm2 stirliséggel lemezre, és hagyja, hogy a sejtek felolvadjanak
Recovery és legalabb 24 6ran at tapadjanak.

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 kataldgusszam: 800100), amely

optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.

Thawing and

e 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 tiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjik, és 40-60 masodpercig dvatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fert6tlenitsiik 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 szobah6mérsékleti 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
szuszpenziot két T25-0s tenyészt6lombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkolcsonhatds és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra

protokollokat, biztositva a megbizhato kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ parasitott légkor.
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Flask Coating Nincs

Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegend6 hiitékozeggel,

hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfeleld tarolhelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels taroldhelyre.

Storage

Conditions Hosszu tava tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, koriilbeliil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on t6rténd tarolds csak rovid atmeneti [épésként fogadhatd el a folyékony
nitrogénbe val¢ atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-

kimutatasi modszerekkel kizarjak.

A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezddés elkerlilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellenérzésnek vetik ala.

HLA allélok A*:'02:01:01, '25:01:01
B*:'14:02:01, '18:01:01
C*:'08:02:01, '12:03:01
DRB1*:'01:02:01, '15:01:01G
DQA1*:'01:01:02, '01:02:01
DQB1*:'05:01:01, '06:02:01
DPB1*:'02:01:02, '23:01:01
E:'01:01:01
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