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GENERAL INFORMATION

Description

A B-LCL-HROCY75 é uma linhagem celular linfoblastoide B humana imortalizada pelo virus de Epstein-Barr (EBV), estabelecida a partir de
linfocitos B isolados do tecido tumoral ou do sangue periférico de um paciente adulto. As células foram geradas por infeccao ex vivo com
sobrenadante contendo EBV, derivado da linhagem celular de sagui B95/8, na presenca de ciclosporina A para suprimir a proliferacéo de
células T e NK. Apos vérias semanas de cultura, obteve-se uma proliferagao linfoblastoide estavel, resultando em uma populagao de células
B monoclonal ou oligoclonal em proliferacéo continua, adequada para expanséo in vitro de longo prazo.

Do ponto de vista imunofenotipico, a B-LCL-HROC75 apresenta um perfil de células B maduras e ativadas, caracterizado pela expresséo de
CD19 e CD20, juntamente com altos niveis de marcadores de ativagdo e maturacéo, como CD23 e CD80. A forte expressdo de moléculas
do MHC de classe | e classe Il indica a preservacéo da capacidade de apresentacéo de antigenos. Dependendo do clone individual, pode-se
observar expresséo variavel de marcadores associados a diferenciagdo, como CD27, CD38 ou CD138, refletindo diferentes estagios de
maturagdo das células B. As células sdo negativas para marcadores de células T, confirmando a especificidade da linhagem.
Funcionalmente, a B-LCL-HROC75 secreta imunoglobulina de um isotipo definido (por exemplo, IgG, IgM ou IgA), que permanece estavel
durante a cultura prolongada. Os anticorpos secretados podem ser coletados dos sobrenadantes de cultura e utilizados para aplicagbes
posteriores, incluindo ensaios de ligacéo a antigenos, estudos de reconhecimento de células tumorais ou identificacéo de antigenos
associados a doengas. Como modelo de células B imortalizadas pelo EBV, o B-LCL-HROC75 oferece uma plataforma in vitro robusta para
investigar respostas imunes humorais, ativacéo e diferenciacéo de células B e mecanismos mediados por anticorpos no contexto da
imunologia tumoral ou de respostas imunes sistémicas.
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EXPRESSION AND SUSCEPTIBILITY

Surface antigens
CD19

Viruses

Transformante: EBV

HANDLING AND CULTURE

Culture medium
RPMI 1640, com 2,0 mM de glutamina estavel e 2,0 g/L de NaHCO3 (nimero de artigo da Cytion: 820700a)

Incubation atmosphere 37 °C, 5% de CO,, atmosfera umidificada.

Supplements

Adicione ao meio 10% de FBS inativado por calor

Subculturing

Homogeneize suavemente a suspensao celular no frasco por meio de pipetagem para cima e para baixo e, em seguida, colete uma amostra
representativa para determinar a densidade celular por ml. Dilua a suspenséo com meio de cultura fresco até atingir uma concentracéo
celular de 1 x 105 células/ml e distribua a suspenséo ajustada em aliquotas em novos frascos para continuagao do cultivo.

Thawing and culturing

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.

QUALITY CONTROL AND CRYOPRESERVATION

Sterility

A contaminagao por micoplasma é descartada por meio de ensaios baseados em PCR e de métodos de deteccédo de micoplasma baseados
em luminescéncia.

Para garantir que ndo haja contaminacgao por bactérias, fungos ou leveduras, as culturas celulares sdo submetidas a inspecdes visuais
diarias.

Freeze medium Como meio de criopreservagao, utilizamos meio de crescimento completo (incluindo FBS) +
10% de DMSO para garantir viabilidade adequada apés o descongelamento, ou CM-1
(nimero de catalogo da Cytion 800100), que inclui osmoprotetores e estabilizadores
metabolicos otimizados para melhorar a recuperacéo e reduzir o estresse induzido pela
criopreservacao.

Storage conditions

Para preservacgédo a longo prazo, coloque os frascos em nitrogénio liquido em fase de vapor a uma temperatura entre aproximadamente
-150 e -196 °C. O armazenamento a —80 °C é aceitavel apenas como uma etapa intermediaria de curta duragdo antes da transferéncia
para o nitrogénio liquido.
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Shipping conditions

As linhagens celulares criopreservadas sao enviadas em gelo seco, em embalagens isoladas e validadas, com refrigerante suficiente para
manter a temperatura em aproximadamente —78 °C durante todo o transporte. Ao receber a remessa, inspecione o recipiente imediatamente
e transfira os frascos sem demora para o local de armazenamento adequado.

DONOR

Ethnicity caucasiano

LEGAL AND SAFETY

Safety precautions

Ao planejar o armazenamento de um criotubo em nitrogénio liquido para descongelamento futuro, é obrigatério seguir medidas de seguranca
rigorosas. E essencial o uso de luvas e roupas de protecio adequadas, além do uso obrigatério de mascara facial ou 6culos de protecdo
durante a transferéncia de amostras congeladas para dentro ou para fora do tanque de nitrogénio liquido. Isso visa mitigar o risco de
ferimentos decorrentes de possiveis explosdes dos criotubos durante a remogao, o que pode resultar na projecdo de fragmentos
pontiagudos.

Warranty

Na Cytion, garantimos a qualidade e a viabilidade de nossos produtos.

Garantimos que nossas células permanecerao 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 na Ficha Técnica do Produto.

Para obter todos os detalhes, consulte nossa

Declaracéo de Garantia.

Third-party agreements apply Yes
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