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Genel bilgi

Description
B-LCL-HROC60, HROC60 olarak adlandirilan birincil kolorektal karsinomdan izole edilen tiimor infiltre edici B
hiicrelerinden (TiBc) olusturulan, Epstein-Barr viriisii (EBV) ile 6liimsiizlestirilmis bir insan B lenfoblastoid hiicre
hattidir. Ana tiimor, CpG ada metilator fenotipi yliksek (CIMP-H) molekiiler alt tipinde sag taraf kolorektal
karsinomu olan yetiskin bir erkek hastadan kaynaklanmistir. Taze tiimor dokusu, tek hiicreli siispansiyonlar elde
etmek icin mekanik olarak ayristirilmis ve B hiicreleri, T ve NK hiicrelerinin biiyimesini bastirmak igin
siklosporin A varliginda B95/8 marmoset hiicre hattindan elde edilen EBV iceren slipernatant kullanilarak in vitro
olarak secici bir sekilde 6limsiizlestirilmistir. Uzun siireli genisleme, standart klonalite testleri kullanilarak
immiinoglobulin agir ve hafif zincir gen yeniden diizenleme analizi ile dogrulandigi Gizere, monoklonal B hiicresi
kiiltlirt ile sonuglandi.
B-LCL-HROC60, uzun siireli kiiltiirde stabil Giretim ile dominant izotipi olarak immiinoglobulin M (IgM) salgilar.
Kolorektal karsinomdan iiretilen daha genis bir dizi timor infiltre edici B hiicre hattinda, immiinoglobulin salgisi
klon basina tek bir ana izotip ile sinirliydi ve ekzojen EBV yoklugunda spontan biiyiime meydana gelmedi, bu da
latent in vivo EBV kaynakli transformasyonu harig tuttu. CIMP-H kolorektal karsinomdan elde edilen, antijen
deneyimli, monoklonal TiBc tirevi bir hat olan B-LCL-HROC60, kolorektal timor mikrogevresi icindeki humoral
bagisiklik yanitlarini arastirmak ve timor infiltre edici B hiicresi tiirevi antikorlarin fonksiyonel 6zelliklerini
karakterize etmek icin ilgili bir in vitro model saglar.

Organism insan

Tissue Periferik kan

Disease Karsinom

Synonyms Bc HROC60, TiBcHROC60

Ozellikler

Age 71yl

Gender Erkek

Ethnicity Kafkas

Morphology Yuvarlak hiicreler

Cell type B lenfoblast

Growth Siispansiyon

properties
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Diizenleyici Veriler

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

CellosaurusAccession CVCL_ATUT

Biyomolekiiler Veriler

Surface CD19
antigens
Viruses Transformant: EBV
Elle¢leme
Culture RPMI 1640, w: 2.0 mM stabil Glutamin, w: 2.0 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820700a)
Medium
Supplements Ortami %10 i1siyla inaktive edilmis FBS ile destekleyin
Subculturing Sisedeki hiicre siispansiyonunu pipetle yukari asagi hareket ettirerek nazikce homojenlestirin, ardindan ml

basina hiicre yogunlugunu belirlemek icin temsili bir numune alin. Stispansiyonu, 1 x 10° hiicre/ml hiicre
konsantrasyonuna ulasmak icin taze kiltiir ortami ile seyreltin ve ayarlanan siispansiyonu daha fazla kiiltiirleme
icin yeni siselere boliin.

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiylime 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

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
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’

Cozildiikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

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.

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.

HLA alelleri 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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