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INFORMAGOES GERAIS

Descricdo

B-LCL-HROCG69 é uma linha celular linfoblastica B imortalizada pelo virus Epstein-Barr (EBV) estabelecida a partir de células B infiltrantes de
tumor (TiBc) isoladas de uma amostra de carcinoma colorretal primario designada HROCG69. O tumor parental originou-se de um paciente
adulto do sexo masculino com carcinoma colorretal do lado direito do tipo esporadico convencional e doenca em estagio avangado. As
células B foram isoladas do tecido tumoral recém-ressecado e imortalizadas ex vivo usando o sobrenadante da linha celular B95/8 de saguis
produtora de EBV na presenca de ciclosporina A para suprimir o crescimento de células T e NK. O crescimento de clones de células B
transformadas pelo EBV ocorreu tipicamente em varias semanas, e a clonalidade foi confirmada pela andlise do rearranjo dos genes das
cadeias pesadas e leves da imunoglobulina utilizando protocolos de PCR multiplex BIOMED-2.

O B-LCL-HROCG69 secreta imunoglobulina A (IgA), conforme determinado pelo ELISA especifico para isotipo de sobrenadantes de cultura de
longo prazo. Em contraste com varias linhas TiBc produtoras de 1gG estabelecidas em paralelo, a IgA derivada do HROC69 néo foi
caracterizada posteriormente para ligag&o de células tumorais nos ensaios de triagem funcional iniciais. E importante ressaltar que n&o
ocorreu crescimento espontaneo de culturas de células B na auséncia de EBV ex6geno, indicando que a imortalizagdo € um evento in vitro,
e ndo a consequéncia de uma infeccéo latente por EBV in vivo. O B-LCL-HROCG69 representa, portanto, um modelo de células B
monoclonal, com experiéncia antigénica e infiltracdo tumoral, adequado para investigar respostas imunitarias humorais no microambiente do
carcinoma colorretal e para a potencial identificacéo de antigénios associados a tumores reconhecidos por clones de células B expandidos
localmente.

Tecido Sangue periférico

Doenca Carcinoma
Sinénimos

« B-LCL CO69

« Bc HROC69

o TiBcHROC69

CLASSIFICACAO

Organismo Humano
Sexo Masculino
Propriedades de crescimento Suspenséo
Nivel de biosseguranca 2

CARACTERISTICAS

Morfologia Células redondas

Tipo de célula Linfoblasto B

IDENTIFICADORES

Referéncia
B-LCL-HROCG69 (nimero de catéalogo Cytion 300864)

Numero de identificacéo fiscal do 9606

NCBI
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Cellosaurus CVCL YD53

EXPRESSAO E SUSCETIBILIDADE

Antigénios de superficie
CD19

Virus

Transformante: EBV

MANUSEAMENTO E CULTURA

Meio de cultura

RPMI 1640, com: 2,0 mM de glutamina estavel, com: 2,0 g/L NaHCOS3 (nimero de artigo Cytion 820700a)
Atmosfera de incubacao 37°C, 5%C02, atmosfera humidificada.

Suplementos
Completar o meio com 10% de FBS inactivado pelo calor

Subcultura

Homogeneize suavemente a suspensao celular no frasco pipetando para cima e para baixo e, em seguida, recolha uma amostra
representativa para determinar a densidade celular por ml. Dilua a suspenséo para atingir uma concentragao celular de 1 x 105 células/ml
com meio de cultura fresco e alique a suspenséo ajustada em novos frascos para cultivo adicional.

Descongelamento e cultura

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

CONTROLO DE QUALIDADE E CRIOPRESERVAGAO

Esterilidade

A contaminac&o por micoplasma é excluida utilizando ensaios baseados em PCR e métodos de detecdo de micoplasma baseados em
luminescéncia.
Para garantir que ndo ha contaminagao bacteriana, fngica ou de leveduras, as culturas de células séo sujeitas a inspecg¢des visuais diarias.

Meio de congelacao Como meio de criopreservagao, utilizamos um meio de crescimento completo (incluindo
FBS) + 10% DMSO para uma viabilidade p6s-descongelamento adequada, ou CM-1
(nimero de catalogo Cytion 800100), que inclui osmoprotectores optimizados e
estabilizadores metabdlicos para melhorar a recuperagao e reduzir o stress induzido pela
crio.

Condicdes de armazenamento

Para conservagao a longo prazo, colocar os frascos em azoto liquido em fase de vapor a uma temperatura entre -150 e -196 °C. O
armazenamento a -80 °C é aceitavel apenas como um curto passo intermédio antes da transferéncia para azoto liquido.
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Condicdes de envio

As linhas celulares criopreservadas sdo expedidas em gelo seco em embalagens validadas e isoladas com refrigerante suficiente para
manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da rececgéo, inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora
os frascos para um local de armazenamento adequado.

DOADOR
Idade do dador 62 anos
Etnia Caucasiano

ASPECTOS LEGAIS E DE SEGURANCA

Precaucdes de seguranca

Quando se planeia armazenar um criovial em nitrogénio liquido para descongelacéo futura, é obrigatério aderir a medidas de seguranca
rigorosas. Luvas e vestuario de protecdo adequados séo essenciais, e a utilizagdo de uma méascara facial ou éculos de seguranca é
necessaria durante a transferéncia de amostras congeladas para ou do tanque de nitrogénio liquido. Isto destina-se a mitigar o risco de
ferimentos provocados por potenciais explosfes de crioviais ap6s a remocao, que podem resultar na projecao de fragmentos afiados.

Garantia

Na Cytion, nés garantimos a qualidade e a viabilidade de nossos produtos.
Garantimos gque nossas células serdo viaveis no inicio da cultura por 60 dias apds o envio de nossas instalagoes.

Asseguramos que todos os materiais estdo em conformidade com as especificagdes descritas no Certificado de Analise e/ou Folha de
Produto

Para mais informagdes, consulte a nossa <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang=""x-default

>Declaracdo de Garantia

Aplicam-se os acordos com terceiros Yes
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