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Informatii generale

Description
B-LCL-HROCG6O este o linie celulara limfoblastoida B umana imortalizata cu virusul Epstein-Barr (EBV), stabilita
din celule B infiltrate in tumora (TiBc) izolate dintr-un carcinom colorectal primar denumit HROC60. Tumora
parentald provenea de la un pacient adult de sex masculin cu carcinom colorectal pe partea dreapta, de subtip
molecular CpG island methylator phenotype-high (CIMP-H). Tesutul tumoral proaspat a fost disociat mecanic
pentru a obtine suspensii de celule unice, iar celulele B au fost imortalizate selectiv in vitro folosind supernatant
contindnd EBV derivat din linia celulara B95/8 marmoset in prezenta ciclosporinei A pentru a suprima cresterea
celulelor T si NK. Expansiunea pe termen lung a dus la o cultura de celule B monoclonale, confirmata prin
analiza rearanjarii genelor lanturilor grele si usoare ale imunoglobulinei folosind teste standardizate de
clonalitate.
B-LCL-HROC60 secreta imunoglobulina M (IgM) ca izotip dominant, cu o productie stabild pe parcursul unei
culturi prelungite. In seria mai larg3 de linii de celule B infiltrate Tn tumora generate din carcinomul colorectal,
secretia de imunoglobulina a fost limitata la un singur izotip principal per clona si nu s-a produs nicio crestere
spontana in absenta EBV exogen, excluzand transformarea latenta in vivo determinata de EBV. Ca linie
monoclonald, cu experienta antigenica, derivata din TiBc dintr-un carcinom colorectal CIMP-H, B-LCL-HROC60
ofera un model in vitro relevant pentru investigarea raspunsurilor imune umorale in micromediul tumorii
colorectale si pentru caracterizarea proprietatilor functionale ale anticorpilor derivati din celulele B infiltrate in
tumora.

Organism Oom

Tissue Sange periferic

Disease Carcinom

Synonyms Bc HROC60, TiBcHROC60

Caracteristici

Age 71deani

Gender Masculin

Ethnicity Caucazian

Morphology Celule rotunde

Cell type B limfoblast

Growth Suspensie

properties
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Date de reglementare

Citation B-LCL-HROC60 (numar de catalog Cytion 302004)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_ATUT

Date biomoleculare

 Cytion

Surface CD19
antigens
Viruses Transformant: EBV
Manipulare
Culture RPMI 1640, cu: 2,0 mM glutamina stabila, cu: 2,0 g/L NaHCO3 (numar articol Cytion 820700a)
Medium
Supplements Suplimentati mediul cu 10% FBS inactivat termic
Subculturing Omogenizati usor suspensia celulara din balon prin pipetare in sus si in jos, apoi prelevati o proba

reprezentativa pentru a determina densitatea celulara pe ml. Diluati suspensia pentru a obtine o concentratie
celular de 1 x 10° celule/ml cu mediu de cultur proaspat si distribuiti suspensia ajustata n baloane noi pentru

cultivare ulterioara.

Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
medium adecvatd dupa dezghetare sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati
si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de criogenie.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata

carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curata si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 micd aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspenda usor peletul celularin 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%(:02’ atmosfera umidificata.

Flask Coating Niciuna

Freezing
Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza

imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.

Shipping
Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza

imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.
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Storage
Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza Tn azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa Tntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA

Sterility
Contaminarea cu micoplasma este exclusa utilizdnd atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.

Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.

Alele HLA A*:'02:01:01,'11:01:01
B*:'44:02:01, '55:01:01
C*:'03:03:01, '05:01:01
DRB1*:'01:01:01, '13:01:01
DQA1*:'01:01:01, '01:03:01
DQB1*:'05:01:01, '06:03:01
DPB1*:'04:01:01
E:'01:01:01
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