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B-LCL-HROC39 (Bc HROC39) je ludska B lymfoblastoidna bunka imortalizovana virusom Epstein-Barrova (EBV),
vytvorena z B lymfocytov izolovanych bud z nadorového tkaniva, alebo z periférnej krvi dospelého pacienta.
Bunky boli vytvorené ex vivo infekciou supernatantom obsahujlcim EBV, ktory bol ziskany z bunky B95/8
marmoset v pritomnosti cyklosporinu A na potlacenie rastu T- a NK-buniek. Po niekolkych tyZzdrioch kultivacie
sa dosiahol stabilny rast lymfoblastoidnych buniek, ¢o viedlo k nepretrZitému mnoZeniu monoklonalnej alebo
oligoklonalnej populacie B-buniek vhodnej na dlhodobd in vitro expanziu.

Imunofenotypicky vykazuje B-LCL-HROC39 (Bc HROC39) profil zrelych a aktivovanych B-buniek
charakterizovany expresiou CD19 a CD20 spolu s vysokymi hladinami markerov aktivacie a zrenia, ako su CD23 a
CD80. Silna expresia molekul MHC triedy | a triedy Il naznacuje zachovanu schopnost prezentovat antigény. V
zavislosti od individualneho klonu mozno pozorovat variabilnt expresiu markerov spojenych s diferenciaciou,
ako st CD27, CD38 alebo CD138, ¢o odzrkadluje rozne stadia zrenia B-buniek. Bunky su negativne na markery T-
buniek, ¢o potvrdzuje Specifickost linie.

Funk¢ne B-LCL-HROC39 (Bc HROC39) sekrétuje imunoglobulin definovaného izotypu (napr. IgG, IgM alebo IgA),
ktory zostava stabilny pocas dlhodobej kultivacie. Sekrétované protilatky méZzu byt zbierané z kultivacnych
supernatantu a pouZité na dalSie aplikacie, vratane testov viazania antigénov, studii rozpoznavania nadorovych
buniek alebo identifikacie antigénov spojenych s ochorenim. Ako model B-buniek imortalizovanych EBV, B-LCL-
HROC39 (Bc HROC39) poskytuje robustnu in vitro platformu na skimanie humoralnych imunitnych reakcii,
aktivacie a diferenciacie B-buniek a mechanizmov sprostredkovanych protilatkami v kontexte nadorovej
imunoldgie alebo systémovych imunitnych reakcif.
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Growth Pozastavenie
properties
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Regulacné udaje

Citation B-LCL-HROC39 (Bc HROC39) (kataldgové ¢islo Cytion 300863)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_YD56

Biomolekularne udaje

Surface CD19
antigens
Viruses Transformant: EBV
Spracovanie
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Dopliite médium o 10 % tepelne inaktivovaného FBS
Subculturing Jemne homogenizujte bunkovu suspenziu v banke pipetovanim hore a dole, potom odoberte reprezentativnu

vzorku na stanovenie hustoty buniek na ml. Suspenziu zriedte cerstvym kultivaénym médiom, aby ste dosiahli
koncentréciu buniek 1 x 10° buniek/ml, a upravent suspenziu rozdelte do novych baniek na dalie kultivovanie.

Freeze Ako kryokonzerva¢né médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spésobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na
suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. VSetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujuci zvy$Sky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili Gc¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

o £o " ,
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

Ziadne

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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