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Uldine teave

Description
Vastutusest loobumine: rakuliinide hinnad on moeldud ainult mittetulunduslikele klientidele. Kui
esindate driiiksust, votke meiega ithendust alternatiivse hinnakujunduse saamiseks.
HEK293-CTLA4 rakuliin on stabiilne HEK293 rekombinantse rakuliin, mis on konstrueeritud ekspresseerima
CTLA4 retseptorit keskmiselt madalal tasemel, ligikaudu 4000 molekuli raku kohta. See rakuliin on vélja
tootatud inscreenexi maandamisplatvormi tehnoloogia abil, mis tagab CTLA4 geeni tapse ja korratava
integreerimise spetsiifilises, eelnevalt valideeritud genoomses lokaalis. CTLA4, tuntud ka kui CD152, on
immuunsisteemi kontrollpunkti valk, millel on oluline roll T-rakkude aktiveerimise reguleerimisel.
Konkureerides stimuleeriva retseptoriga CD28 seondumisel B7-molekulidega (CD80 ja CD86) antigeeni
esitlevatel rakkudel, vdhendab CTLA4 immuunvastust, sailitades seega isetolerantsust ja ennetades
autoimmuunsust. CTLA4 on peamine sihtmark vahi immunoteraapias, eriti selliste ravimite puhul nagu
ipilimumab, mille eesmark on suurendada kasvajavastast immuunsust, blokeerides seda kontrollpunkti ja
aktiveerides T-rakke.
CTLA4 ekspressioon selles rakuliinis kinnitati voolutsiitomeetria abil, kasutades sihtmark-spetsiifilist antikeha,
mis tagab usaldusvaarse ja jarjepideva retseptori tiheduse kogu rakupopulatsioonis.

Organism Inimene

Tissue Loote neerud

Omadused

Age Loote

Gender Naised

Morphology Epiteelilaadsed

Growth Monokihiline, kleepuv

properties

Regulatiivsed andmed
Citation HEK293-CTLA4 (Cytioni katalooginumber 305423)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606
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GMO Status GMO-S1: See HEK293 variant sisaldab CTLA-4 ekspressioonikonstruktsiooni immuunsiisteemi kontrollpunktide
uurimiseks. See klassifikatsioon kehtib ainult Saksamaal ja voib mujal erineda.

Biomolekulaarsed andmed

Receptors CTLA4 (CD152)
expressed
Tootlemine
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabiilne glutamiin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytioni artikli number 820700a)
Medium
Supplements Taiendage keskkonda 10% FBS-iga, 1 mM naatriumpliruvaadiga, 10 mM HEPES-iga, 1% NEAA-ga. Lisage

geneetilistiini (G418-Sulfat), et saavutada l6plik kontsentratsioon 1 mg/ml.

Dissociation Trypsin-EDTA
Reagent
Subculturing Rutiinseks adherentseks rakukultuuriks: Aspireerige adhereeruvatelt rakkudelt vana kultuurkeskkond ja peske

neid PBS-ga, et eemaldada allesjaanud keskkond. Parast PBS-i aspiratsiooni lisage sobiv kogus triipsiini/EDTA
lahust vastavalt kasvatusanuma suurusele (nt 1 ml 725 kolvi puhul, 3 ml T75 kolvi puhul) ja inkubeerige
toatemperatuuril voi 37 °C, kuni rakud eralduvad (5-10 minutit). Jalgige rakkude eraldumist mikroskoobi all ja
koputage vajadusel drnalt anumat, et rakud eralduksid. Kui rakud on eraldunud, lisage triipsiini/EDTA
inaktiveerimiseks tdielikku sd6tmeainet, suspenseerige rakud ettevaatlikult uuesti ja kandke rakususpensiooni
alikvoot uude, varsket s66tmeainet sisaldavasse kasvatusanumasse. Asetage anum inkubaatorisse, mille
temperatuuron 37°Cja 5%c02’ ning vahetage so6tme iga 2-3 paeva tagant.

Fluid renewal 2 kuni 3 korda nadalas
Post-Thaw
Recovery Parast sulatamist jagage rakud 1:2 kuni 1:3 T25 kolvidesse ja laske rakkudel taastuda kiilmutamisprotsessist

ning lasta neil vahemalt 24 tunni jooksul kokku kleepuda.

Parima kinnitumise ja elujoulisuse saavutamiseks parast rakkude sulatamist soovitame kasutada kollageeniga
kaetud kolbisid voi plaate, et parast kiilmutamist algselt kiilvata. Kollageeniga katmine ei ole vajalik rakkude
hilisemaks rutiinseks kasvatamiseks.

Freeze Kriiosdilitusvedelikusena kasutame taielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujdulisus
medium parast sulatamist, v3i CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja
metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada taastumist ja vahendada kriiostressi.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkiilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jadga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sailitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sailimine, v3i jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke kdik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake iilejadanud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sootmekeskkond lihte T25 kolbi, et soodustada rakkude tdhusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%C02’ niisutatud atmosfaar.

Flask Coating
Optimaalse kinnitumise ja elujSulisuse tagamiseks parast sulatamist soovitame kasutada kollageeniga kaetud

koldeid voi plaate.

Freezing
Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt

kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvotmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Shipping
Conditions Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe

ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.

Sdilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvoetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
Uleviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pGhiste analiiliside kui ka luminestsentsil péhinevate

mukoplasma tuvastamise meetodite abil.

Bakteriaalse, seene- vOi parmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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