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Informatii generale

Description

Organism

Tissue

Disease

Caracteristici

Morphology

Cell type

Growth
properties

B-LCL-HROC117 (Bc HROC117) este o linie celulara limfoblastoida umana imortalizata cu virusul Epstein-Barr
(EBV), creata din limfocite B izolate din tesutul tumoral sau din sangele periferic al unui pacient adult. Celulele
au fost generate prin infectarea ex vivo cu supernatantul continand EBV derivat din linia celulara B95/8
marmoset in prezenta ciclosporinei A pentru a suprima cresterea celulelor T si NK. Dupa cateva saptamani de
cultura, s-a obtinut o crestere limfoblastoida stabild, rezultdnd o populatie de celule B monoclonale sau
oligoclonale in continua proliferare, adecvata pentru expansiunea in vitro pe termen lung.

Din punct de vedere imunofenotipic, B-LCL-HROC117 (Bc HROC117) prezinta un profil de celule B mature si
activate, caracterizat prin expresia CD19 si CD20, impreuna cu niveluri ridicate de markeri de activare si
maturare, precum CD23 si CD80. Expresia puternica a moleculelor MHC de clasa | si clasa Il indica capacitatea de
prezentare a antigenului pastrata. In functie de clona individuald, se poate observa o expresie variabil3 a
markerilor asociati diferentierii, cum ar fi CD27, CD38 sau CD138, reflectand diferite stadii de maturizare a
celulelor B. Celulele sunt negative pentru markerii celulelor T, confirmand specificitatea liniei celulare.

Din punct de vedere functional, B-LCL-HROC117 (Bc HROC117) secretd imunoglobulina de un izotip definit (de
exemplu, IgG, IgM sau IgA), care ramane stabila in timpul culturii prelungite. Anticorpii secretati pot fi colectati
din supernatante de cultura si utilizati pentru aplicatii in aval, inclusiv teste de legare a antigenelor, studii de
recunoastere a celulelor tumorale sau identificarea antigenelor asociate bolii. Ca model de celule B imortalizate
cu EBV, B-LCL-HROC117 (Bc HROC117) ofera o platforma in vitro robusta pentru investigarea raspunsurilor
imune umorale, activarii si diferentierii celulelor B si mecanismelor mediate de anticorpi in contextul
imunologiei tumorale sau al rdspunsurilor imune sistemice.

Om

Sange periferic

Carcinom

Celule rotunde

B limfoblast
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Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A8RK

Date biomoleculare

Surface CD19
antigens
Viruses Transformant: EBV
Manipulare
Culture RPMI 1640, cu: 2,0 mM glutamina stabild, cu: 2,0 g/L NaHCO3 (numdr 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
celulard de 1x 10° celule/ml cu mediu de cultura proaspat si distribuiti suspensia ajustata in baloane noi pentru
cultivare ulterioara.

Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
medium adecvata 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
B*:'15:01:01, '01.02.1900 09:01
C*:'03:03:01, '06:02:01
DRB1*:'04:01:01,'07:01:01
DQA1*:'02:01:01, '03:03:01
DQB1*:'03:01:01, '03:03:02
DPB1*:'04:01:01
E:'01:03:02
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