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MR1 je hybridomova bunécéna linie ziskana flzi bunék sleziny s myelomovymi burikami NS-1 po imunizaci zvitat
mysimi T-lymfocyty, zejména subtypu Th1. Tyto buriky exprimuji imunoglobulin, konkrétné monoklonalni
protilatky zamérené na mysi ligand CD40 (CD154, znamy také jako gp39 nebo CD40L). Izotyp produkované
monoklonalni protilatky je 1IgG. CD154 je kli¢ova molekula, ktera se podili na interakcich mezi T burikami,
zejména na aktivaci B bunék, protoZe jeji vazba na CD40 na B burikach je nezbytna pro proliferaci, diferenciaci a
produkci imunoglobulind B bunék. Tato vazba také ovliviiuje kostimulaci T bunék a produkci cytokin(, coz z
CD154 cini dilezity cil pro terapeuticky zasah v oblasti imunitni modulace.

Protilatky odvozené od MR se specificky zaméfuji na interakci mezi CD154 a CD40 a blokuji ji, coZ ma
terapeutické dusledky pro riizné imunitni reakce. Protilatky anti-CD154 byly zejména pouZzity k vyvolani
nereaktivity T-bunék na transplantované organy. Blokovanim interakce CD154-CD40 inhibuji protilatky MR1
aktivaci T-bunék a souvisejici imunitni odpovéd, ¢imZ podporuji stav tolerance. Tato strategie je zvlasté cenna
pri prevenci rejekce organu u prijemcd transplantatu, protoZe umozriuje dlouhodobé preziti stépu bez nutnosti
podavat systémova imunosupresiva, ktera mohou mit rozsahlé vedlejsi icinky. V experimentalnich modelech
prokazaly protilatky MR1 schopnost prodlouZzit preziti $tépu pankreatickych ostrivka, coz je vyznamné pfi lé¢bé
diabetu transplantaci ostrdvka.

Protilatky MR1 se rovnéz vyuzivaji ve vyzkumu autoimunitnich onemocnéni, kde hraje rozhodujici roli nevhodna
aktivace T-bunék a B-bunék prostrednictvim interakci CD40-CD154. Inhibici téchto interakci mohou protilatky
MR1 pomoci modulovat imunitni reakce, coZ z nich ¢ini potencialni kandidaty pro terapeutické aplikace mimo
transplantace, véetné autoimunitnich stavl a nékterych lymfoproliferativnich poruch. Vyzkum a patentova
literatura zkoumaji vyuZiti MR1 v riiznych aplikacich, coZ podtrhuje jeji vyznam v oblasti imunitni regulace a
vyvoje terapeutickych protilatek.
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Biomolekularni data

Protein Imunoglobulin, monoklonalni protilatka, proti mysimu ligandu CD40 (CD154, CD40L, gp39)
expression
’ ’
Zpracovani
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Dopliite médium o 10 % FBS, 0,05 mM 2-merkaptoethanolu
Subculturing Jemné homogenizujte bunéénou suspenzi v bance pipetovanim nahoru a dold, poté odeberte reprezentativni

vzorek pro stanoveni buné¢né hustoty na ml. Suspenzi zfedte cerstvym kultivacnim médiem tak, aby
koncentrace bunék byla 1 x 10° bunék/ml, a upravenou suspenzi rozdélte do novych bariek pro dalsi kultivaci.

Split ratio 1:2a71:6

Fluid renewal 2 a7 3krat tydné

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouZivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spole¢nosti Cytion), které

obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . ” - _ . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pri dodani hluboce zmrazena, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pri teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okam?zita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezistane
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 lahvicku 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 kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

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

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji 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.

Shipping
Conditions 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 lahvicky do vhodného skladu.
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Storage

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

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

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

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

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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