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Regulacni udaje

Citation

Upozornéni: Uvedené ceny buné&cnych linii plati vyhradné pro akademické a neziskové zakazniky. Pro
komeréni subjekty €ini cena priblizné 6 250 EUR.
Pokud zastupujete komeréni subjekt nebo si nejste jisti, do které kategorie spadate, prosim nas

kontaktujte.

Bunécna linie CHO-CTLA4 je stabilni rekombinantni bunécna linie CHO (Chinese Hamster Ovary), ktera byla
geneticky upravena tak, aby exprimovala receptor CTLA4 na stiedné nizké Grovni, pfiblizné 3 000 molekul na
buriku. Tato bunécna linie byla vytvorena pomoci inovativni technologie ,landing pad“, kterd usnaduje cilenou
integraci genu CTLA4 na specifické, predem ovérené genomové misto. CTLA4, znamy také jako CD152, je kli¢ovy
protein imunitniho kontrolniho bodu, ktery se vyskytuje pfedevsim na T-burikach. Funguje tak, Ze soutézi s CD28
o vazbu na molekuly B7 (CD80 a CD86) na burikach prezentujicich antigen, coZ vede k downregulaci aktivace T-
bunék. Tento mechanismus je zasadni pro udrZeni imunitni autotolerance a prevenci autoimunity. Role CTLA4 v
modulaci imunitnich reakci z néj ¢ini vyznamny cil vimunoterapii rakoviny, zejména ve strategiich blokady
imunitnich kontrolnich bodu.

Exprese CXCRT7 v této bunécné linii byla potvrzena pomoci priitokové cytometrie.

Cinsky kiecek

Ovarium

Dospéli

Zeny

Epitelu podobné

Prilnavost/suspenze

s v

CHO-CTLA4 (katalogové Cislo Cytion 305414)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10029
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GMO Status GMO-S1: Tento derivat CHO obsahuje expresni konstrukt CTLA-4, ktery umoziiuje studie kontrolnich bodl
receptoru. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a jinde se mUze lisit.

Biomolekularni data

Receptors CTLA4 (CD152)
expressed
» ’
Zpracovani
Culture
Medium Pro adherentni kultury: DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-Glutaminu, w: 15 mM HEPES, w:

0,5 mM pyruvatu sodného, w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)

Pro suspenzni kultury: Ristové médium CHO A (od spole¢nosti INSCREENeX; katalogové ¢islo spolecnosti
INSCREENeX INS-ME-1039)

Supplements Pro adherentni kultury: Doplrite médium o 5% FBS. Pfidejte geneticin (G418-Sulfat), abyste dosahli kone¢né
koncentrace 0,5 mg/ml.

Dissociation Pro adherentni kultury: Trypsin-EDTA
Reagent
Subculturing Pro bézné kultivace adherentnich bunék: Z adherentnich bunék odsadte staré kultiva¢ni médium a promyjte je

PBS, abyste odstranili veskeré zbyvajici médium. Po odsati PBS pridejte pfislusny objem roztoku Trypsin/EDTA
podle velikosti kultivacni nddoby (napf. 1 ml pro banku T25, 3 ml pro bariku T75) a inkubujte pfi pokojové
teploté nebo 37 °C po dobu 5 aZz 10 minut nebo dokud se buriky neoddéli. Oddélovani sledujte pod mikroskopem
a v piipadé potreby jemné poklepejte na nddobu, aby se buriky uvolnily. Po oddéleni pFidejte kompletni
médium k inaktivaci trypsinu/EDTA, jemné resuspendujte buriky a alikvotni ¢ast bunééné suspenze preneste do
nové kultivaéni nadoby obsahujici Cerstvé médium. Umistéte nadobu do inkubatoru nastaveného na 37°Cs 5 %
x kazdé 2 az 3 dny vyménite médium.

Cco

Split ratio Pro prvni rozdéleni po rozmrazeni se doporucuje pomér 1:2. Pro béZné kultivace se doporuduje pomér 1:5 az
1:10.

Fluid renewal 2 a7 3krat tydné

Post-Thaw

Recovery Po rozmrazeni rozdélte buriky v poméru 1:2 aZ 1:3 do banék T25 a nechte je alespon 24 hodin zotavit se z

procesu zmrazovani a adherovat (v pripadé adherujicich kultur).
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Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spoleCnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, Ze lahvicka zlstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrZely optimalni teploty.

2. Po obdrzZeni kryovialku bud okamzité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponorenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezlistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvi¢ku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivacniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation
Atmosphere 37°C,5 %coz’ zvlhéena atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky pfechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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