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Oliimsiizlestirilmis HK/FDC hiicre hatti, orijinal HK folikiiler dendritik hiicre benzeri hiicrelerin genetik olarak
stabilize edilmis bir tiirevidir ve ana kiltiiriin yaslanmaiile iliskili sinirlamalari olmadan uzun siireli ogalmayi
miimkiin kilarken, temel fenotipik ve fonksiyonel ézelliklerini korur. Oliimsiizlestirme, replikatif durmayi atlayan
tanimlanmis genetik unsurlarin eklenmesiyle gerceklestirilmistir ve bu da germinal merkez biyolojisi ve FDC-B
hiicre etkilesimlerinin tutarli uzun vadeli ¢calismalarini kolaylastirmaktadir.

Oliimsuzlestirilmis HK/FDC hiicreleri, germinal merkez B hiicrelerini baglama ve ko-stimiile etme, hayatta
kalmalarini destekleme ve anti-IlgM veya CD40 ligasyonu gibi sinyallerin varliginda proliferasyonlarini artirma
kapasitesini korur. Onemli olarak, VCAM-1 ve ICAM-1 dahil olmak lizere FDC'lerin karakteristik yapisma
molekiilleri ve kostimilator faktorleri ifade etmeye devam ederler ve dogal FDC'lerin sagladigl mikrogevresel
destegi taklit eden ¢ozliniir aracilan salgilarlar. Bu 6zellikler, 6liimsiizlestirilmis HK/FDC hattini, germinal
merkezde B hiicresi olgunlasmasini, afinite secimini ve hayatta kalmayi yoneten hiicresel ve molekiiler
mekanizmalari incelemek icin saglam ve tekrarlanabilir bir model haline getirir.

insan

Bademcik

Folikiiler dendritik retikulum

Normal B lenfositlerinin ve lenfomalarin/l6semilerin biliylimesi icin besleyici hiicre. Lenf diiglimlerinin germinal
merkezlerinde B hiicresi gelisimi lizerine calismalar. Muhtemelen FDC'lerin viriis enfeksiyonu lizerine arastirma

Cocuk

Belirtilmemis
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Fibroidal

Folikiiler dendritik hiicre

Yapisik
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Citation immortalize HK/FDC (Cytion katalog numarasi 300205)
Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

Biyomolekiiler Veriler

Viruses Cytion, Inscreenex i.A. ile 6liimsuzlestirilmistir.
Ellecleme
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3.1 g/L Glukoz, w: 2.5 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 0.5 mM Sodyum piruvat, w:
Medium 1.2 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820400a)
Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent
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 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde génderildiginden,
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
daldinp kiiglik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce calkalayarak 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.

Incubation

Atmosphere 37°C, %SCOZ’ nemlendirilmis atmosfer.

Flask Coating Yok

Freezing

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

Shipping

Conditions 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.
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Storage

Conditions 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 once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans 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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