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 Cytion

B-LCL-HROC59 je ludska B-lymfoblastova bunka imortalizovana virusom Epstein-Barrova (EBV), vytvorena z
nadorovych infiltrujicich B-buniek (TiBc) izolovanych z primarneho kolorektalneho karcinému oznaceného ako
HROC59. Pévodny nador bol odstraneny z dospelého muZského pacienta s pravostrannym sporadickym
kolorektalnym karcinémom a pokrocilym $tadiom ochorenia. Cerstvd nddorova tkanina bola mechanicky
disociovand, aby sa ziskali suspenzie jednotlivych buniek, a B bunky boli selektivne imortalizované in vitro
pomocou supernatantu obsahujiceho EBV odvodeného z bunky B95/8 marmoset v pritomnosti cyklosporinu A
na potlacenie expanzie T a NK buniek. Dlhodoba kultivacia viedla k stabilnému rastu monoklonalnej populacie B

buniek, ako bolo preukazané analyzou rearanzovania génu imunoglobulinu.

B-LCL-HROC59 vylucuje imunoglobulin G (IgG) ako svoj vyhradny izotyp, s stabilnou produkciou pocas
dlhodobej kultivacie. V bunkovych vazbovych testoch IgG odvodeny z B-LCL-HROC59 preukazal len minimalnu
vazbu na testované alogénne bunky kolorektalneho karcindmu v porovnani s inymi IgG odvodenymi z TiBc,
ktoré vykazovali silnejSiu reaktivitu nadorovych buniek. Pocas kultivacie neboli pozorované Ziadne dokazy
spontanneho rastu B-buniek v nepritomnosti exogénneho EBV, ¢o naznacuje, Ze k imortalizacii doslo in vitro a
nie v dosledku latentnej transformacie EBV in vivo. Ako monoklonalna, antigénom skdsend B-bunka infiltrujica
nador, B-LCL-HROC59 poskytuje definovany model na $tGdium humoralnych imunitnych reakcii v
mikroprostredi kolorektalneho karcindmu a na skiimanie $pecificity a funkénych vlastnosti protilatok

asociovanych s nadorom.
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Regulacne udaje

Citation B-LCL-HROC59 (katalégové &islo Cytion 302073)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_AT7US

Biomolekularne udaje

Surface CD19
antigens
Viruses Transformant: EBV
Spracovanie
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (¢islo 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
koncentraciu buniek 1 x 10° buniek/ml, a upraven( suspenziu rozdelte do novych baniek na dalSie kultivovanie.

Freeze Ako kryokonzervaéné 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 spdsobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 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 zvysky 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.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure 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 injek¢né liekovky do vhodného skladu.
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z::‘pdpi::?fns Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné 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 vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.

Alely HLA A*:'03:01:01, '24:02:01
B*:'01:02:01, '27:05:02
C*:'02:02:02, '07:02:01
DRB1*:'04:01:01, '15:01:01
DQA1*:'01:02:01, '03:03:01
DQB1*:'03:02:01, '06:02:01
DPB1*:'04:01:01, '14:01:01
E:'01:03:02

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Nemecko 4
Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



