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Allman information

Description
B-LCL-HROC60 &r en Epstein-Barr-virus (EBV)-immortaliserad human B-lymfoblastoidcellinje som etablerats
fran tumorinfiltrerande B-celler (TiBc) isolerade fran ett primart kolorektalt karcinom benamnt HROC60. Den
ursprungliga tumoren harstammar fran en vuxen manlig patient med hoger-sidig kolorektal karcinom av den
molekyldra subtypen CpG island methylator phenotype-high (CIMP-H). Farsk tumérvavnad dissocierades
mekaniskt for att erhalla encellssuspensioner, och B-cellerna odédliggjordes selektivt in vitro med hjalp av EBV-
innehallande supernatant harrérande fran B95/8-marmosetcellinjen i narvaro av cyklosporin A for att
undertrycka T- och NK-cellernas tillvéxt. Langvarig expansion resulterade i en monoklonal B-cellskultur, vilket
bekraftades genom analys av omarrangemang avimmunoglobulins tunga och latta kedjor med hjalp av
standardiserade klonalitetsanalyser.
B-LCL-HROC60 utsondrar immunoglobulin M (IgM) som sin dominerande isotyp, med stabil produktion under
langvarig odling. | den bredare serien av tumérinfiltrerande B-cellinjer genererade fran kolorektal karcinom var
immunoglobulinutséndringen begransad till en enda huvudsaklig isotyp per klon, och ingen spontan tillvaxt
intraffade i franvaro av exogent EBV, vilket utesluter latent in vivo EBV-driven transformation. Som en
monoklonal, antigenerfaren TiBc-harledd linje fran ett CIMP-H kolorektalt karcinom, utgdr B-LCL-HROC60 en
relevant in vitro-modell for att undersoka humorala immunsvar inom den kolorektala tumoérmikromiljén och for
att karakterisera funktionella egenskaper hos tumdrinfiltrerande B-cell-harledda antikroppar.

Organism Mé&nniskan

Tissue Perifert blod

Disease Carcinom

Synonyms Bc HROC60, TiBcHROC60

Egenskaper

Age Tlar

Gender Man

Ethnicity Kaukasisk

Morphology Runda celler

Cell type B lymfoblast

Growth Avsténgning

properties
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Lagstadgade uppgifter

Citation B-LCL-HROCG60 (Cytion katalognummer 302004)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_ATUT

Depositor M. Linnebacher

Biomolekylara data

Surface CD19
antigens
Viruses Transformant: EBV
Hantering
Culture RPMI 1640, med: 2,0 mM stabilt glutamin, med: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion artikelnummer 820700a)
Medium
Supplements Komplettera mediet med 10% varmeinaktiverad FBS
Subculturing Homogenisera forsiktigt cellsuspensionen i kolven genom att pipettera upp och ner, och ta sedan ett

representativt prov for att bestamma celltdtheten per ml. Spad suspensionen till en cellkoncentration pa 1 x 10°
celler/ml med farskt odlingsmedium och fordela den justerade suspensionen i nya kolvar fér vidare odling.

Freeze Som kryokonserveringsmedium anvénder vi komplett tillvaxtmedium (inklusive FBS) + 10% DMSO for adekvat

medium viabilitet efter upptining, eller CM-1 (Cytion katalognummer 800100), som innehaller optimerade
osmoprotektanter och metaboliska stabilisatorer for att forbattra aterhdmtningen och minska kryoinducerad
stress.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions
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1. Bekrafta att flaskan ar djupfryst vid leverans, eftersom cellerna skickas pa torris for att bibehalla
optimala temperaturer under transporten.

2. Vid mottagandet ska du antingen forvara kryovialen omedelbart vid temperaturer under -150 °C for att
sdkerstalla att cellernas integritet bevaras, eller ga vidare till steg 3 om omedelbar odling kravs.

3. Vid omedelbar odling ska injektionsflaskan snabbt tinas genom att den sénks ned i ett 37 °C vattenbad
med rent vatten och ett antimikrobiellt medel och omrors forsiktigt i 40-60 sekunder tills en liten
isklump aterstar.

4. Utfor alla efterfdljande steg under sterila forhallanden i en flédeshuv och desinficera kryovialerna med
70 % etanol innan de 6ppnas.

5. Oppna forsiktigt den desinficerade flaskan och éverfér cellsuspensionen till ett 15 ml centrifugrér som
innehaller 8 ml rumstempererat odlingsmedium och blanda forsiktigt.

6. Centrifugera blandningen vid 300 x g i 3 minuter for att separera cellerna och kassera forsiktigt
supernatanten som innehaller resterande frysmedium.

7. Resuspendera forsiktigt cellpelleten i 10 ml farskt odlingsmedium. For adherenta celler, fordela
suspensionen mellan tva T25-kulturkolvar; for suspensionskulturer, 6verfor allt medium till en T25-kolv
for att framja effektiv cellinteraktion och tillvaxt.

8. Folj faststallda subkulturprotokoll for fortsatt tillvéxt och underhall av cellinjen, vilket sékerstaller
tillforlitliga experimentella resultat.

0 0, ..
37°C,5 /°C02’ befuktad atmosfar.

Ingen

Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan dréjsmal 6verforas till ldmplig forvaring.

Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan dréjsmal dverforas till Amplig forvaring.
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Storage
Conditions For langtidsforvaring, placera flaskorna i flytande kvéve i angfas vid ca -150 till -196 °C. Férvaring vid -80 °C &r

acceptabelt endast som ett kort mellanliggande steg innan overforing till flytande kvéve.

Kvalitetskontroll / Genetisk profil / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminering utesluts med hjalp av bade PCR-baserade analyser och luminiscensbaserade

metoder for mykoplasmadiagnostik.

For att sdkerstélla att det inte finns nagon kontaminering av bakterier, svamp eller jast utsatts cellkulturerna for
dagliga visuella inspektioner.

HLA-alleler 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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