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Informacje ogélne

Description
B-LCL-HROCG68 to nieSmiertelna linia komorek limfoblastycznych B cztowieka, uodporniona wirusem Epsteina-

Barra (EBV), utworzona z komoérek B infiltrujacych nowotwor (TiBc) izolowanych z pierwotnego raka jelita
grubego oznaczonego jako HROC68. Nowotwor macierzysty byt rakiem jelita grubego typu sporadycznego,
wyciety u dorostego mezczyzny z zaawansowana choroba. Swiezg tkanke nowotworowa poddano mechanicznej
dysocjacji, a komorki B hodowano w obecnosci supernatantu zawierajacego wirusa EBV pochodzacego z linii
komérkowej B95/8 marmozety, wraz z cyklosporyna A w celu zahamowania wzrostu komérek T i NK.
Dtugotrwata hodowla spowodowata monoklonalna ekspansje komérek B, co potwierdzono analiza rearanzacji
genéw immunoglobulin przy uzyciu protokotow wielokrotnej reakcji tancuchowej polimerazy BIOMED-2,
wykazujac pojedynczy dominujacy wzor rearanzacji zgodny z pochodzeniem klonalnym.

B-LCL-HROC68 wydziela immunoglobuline G (IgG) jako swdj wytaczny izotyp, ze stabilng produkcja podczas
dtugotrwatej hodowli. W badaniach przesiewowych ELISA opartych na komérkach przeciwko allogenicznym
liniom komorkowym raka jelita grubego (HROC24, HROC46 i HCT116) IgG pochodzace z B-LCL-HROC68 wykazaty
mierzalne wigzanie z komoérkami nowotworowymi, przy czym najsilniejszy sygnat zaobserwowano w przypadku
komorek HCT116. Jednak pozniejsza walidacja metoda cytometrii przeptywowej wykazata stosunkowo stabe
powinowactwo wigzania w poréwnaniu z innymi IgG pochodzacymi z TiBc. Wyniki te wskazuja, ze B-LCL-
HROC68 stanowi monoklonalna, do$wiadczona antygenowo linie komoérek B infiltrujgcych nowotwor, zdolna do
produkcji funkcjonalnego IgG o wykrywalnej reaktywnosci komorek nowotworowych, stanowiac uzyteczne
narzedzie in vitro do badania humoralnych odpowiedzi immunologicznych w mikrosrodowisku raka jelita
grubego oraz do potencjalnej identyfikacji antygendw zwigzanych z nowotworem.

Organism Cztowiek

Tissue Krew obwodowa
Disease Rak

Synonyms Bc HROC68, TiBcHROC68

Charakterystyka

Age 84 lata

Gender Mezczyzna
Ethnicity Kaukaski
Morphology Okragte komorki
Cell type Limfoblast B
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Growth Zawieszenie
properties

Dane regulacyjne

Citation B-LCL-HROC68 (numer katalogowy Cytion 302078)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_ATUU

Depositor M. Linnebacher

Dane biomolekularne

Surface CD19
antigens
Viruses Transformant: EBV
Obstuga
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnej glutaminy, w: 2,0 g/L NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820700a)
Medium
Supplements Uzupetni¢ podtoze 10% FBS inaktywowanym termicznie
Subculturing Delikatnie homogenizowac zawiesine komdrek w kolbie, pipetujac w gére i w dot, a nastepnie pobraé

reprezentatywnga probke w celu okreslenia gestosci komdrek na ml. Rozciericzy¢ zawiesine $wiezym podtozem
hodowlanym, aby uzyska¢ stezenie komdrek wynoszace 1 x 10° komérek/ml, a nastepnie podzielié
dostosowana zawiesine na porcje w nowych kolbach w celu dalszej hodowli.

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucic supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdow.

Incubation

or 0 s
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating
W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub

ptytek pokrytych kolagenem.

Freezing
Procedure Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych

opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pdpi::?fns Linie komodrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod
wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.
Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
Allele HLA A*:'02:01:01, '29:02:01
B*:'13:02:01, '44:03:01
C*:'06:02:01, '16:01:01
DRB1*:'07:01:01
DQA1*:'02:01:01
DQB1*:'02:02:01
DPB1*:'01:01:01, '04:01:01
E:'01:01,'01:03
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