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Genel bilgi

Description
Toledo hiicre hatti, baslangicta DLBCL'li bir hastanin periferik kanindan elde edilen, daha sonra yiiksek doz
kemoterapi ve kemik iligi nakli sonrasinda beyinde ikincil bir lenfoma gelisen bir diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma
(DLBCL) hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, cok sayida kromozomal aberasyon iceren karmasik bir karyotip
sergilemektedir ancak Burkitt lenfomasiyla iliskili tipik translokasyonlara sahip degildir.
Toledo hiicre hattinin benzersiz 6zelliklerinden biri, immiinoglobulin (Ig) polipeptit zinciri ekspresyonunun
olmamasidir; ayrica saptanabilir sabit (C) bolge gen segmentleri de bulunmamaktadir. Buna ragmen Toledo,
germinal merkez B hiicrelerinde tipik olarak gozlenen bir fenomen olan degisken (V) gen segmentlerinde
somatik hipermutasyona ugrama yetenegini korur. ilging bir sekilde, Toledo, dnemli klonal mutasyonlarin
olmamasina ragmen, Daudi ve Raji gibi diger lenfoma hiicre hatlarina kiyasla daha yiiksek siklikta intraklonal
mutasyonlar biriktirmektedir. Bu durum, mutasyon siirecinin transformasyondan sonra in vitro olarak devam
etmis olabilecegini diisiindlirmekte ve somatik hipermutasyonun molekiiler mekanizmalarini incelemek icin
potansiyel olarak degerli bir model sunmaktadir.

Organism insan

Tissue Periferik kan

Disease Diffiiz blytik B-huicreli lenfoma germinal merkez B-hiicreli tip

Applications 3D hiicre kiiltiirii, immiinoloji

Synonyms TOLEDO

Ozellikler

Age Yetiskin

Gender Kadin

Ethnicity Kafkas

Morphology Lenfoblast

Growth Stispansiyon

properties

Diizenleyici Veriler

Citation Toledo (Cytion katalog numarasi 305351)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_3611

Biyomolekiiler Veriler

Antigen CD10+, CD19+, CD20+, CD38+, CD23-, CD39-

expression

Viruses EBV -, HBV -, HCV -, HIV-1 -, HIV-2 -, HTLV-1/2 -, MLV -, SMRV -

Mutational Mutasyon: KRAS, Basit, p.Gly13Asp (c.38G>A), Heterozigot; Mutasyon: TP53, Basit, p.Glu198fs (c.592_596del5),

profile Belirtilmemis

Ellecleme

Culture RPMI 1640, w: 2.0 mM stabil Glutamin, w: 2.0 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820700a)

Medium

Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin

Dissociation Yok

Reagent

Doubling time 50 saat

Subculturing Kiltiirleri, besiyerini periyodik olarak ekleyerek veya degistirerek muhafaza edin. Kiltiirleri 5 x 10° hiicre/ml
yogunlukta baslatin ve optimal biiylime icin hiicre konsantrasyonunu 3 x 10%ila1x 108 hiicre/ml araliginda
tutun.

Seeding 2ila4x 105hL'|cre/ml

density

Fluid renewal Her 2 ila 3 giinde bir

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biliylime ortami (FBS dahil) + %10

medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak igin kuru buz lizerinde gonderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hucreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
suipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kultur ortaminda yavasca yeniden stispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiylimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin stirekli bilylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de
saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite Kontrol ve Molekiiler Analiz
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Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liiminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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