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Yleisia tietoja

Description
Vastuuvapauslauseke: Solulinjojen hinnat on tarkoitettu yksinomaan voittoa tavoittelemattomille
asiakkaille. Jos edustat kaupallista yksikkod, ota meihin yhteytta vaihtoehtoisten hintojen saamiseksi.
HEK293-CTLA4-solulinja on vakaa rekombinantti HEK293-solulinja, joka on suunniteltu ilmentamaan CTLA4-
reseptoria keskitasolla, noin 4000 molekyylia solua kohti. Tama solulinja kehitettiin inscreenexin
laskeutumisalustateknologialla, joka takaa CTLA4-geenin tarkan ja toistettavan integroinnin tiettyyn, ennalta
validoituun genomiseen lokukseen. CTLA4, joka tunnetaan myods nimella CD152, on immuunijarjestelman
tarkistuspisteproteiini, jolla on ratkaiseva rooli T-solujen aktivaation saatelyssa. Kilpailemalla stimuloivan
reseptorin CD28 kanssa B7-molekyyleihin (CD80 ja CD86) sitoutumisesta antigeeneja esittelevissa soluissa
CTLA4 alentaa immuunivasteiden sdatelya ja yllapitaa siten itsesietoisuutta ja estdd autoimmuniteettia. CTLA4
on keskeinen kohde sy6van immunoterapiassa, erityisesti ipilimumabin kaltaisille ladkkeille, joilla pyritdan
tehostamaan kasvaimen vastaista immuniteettia estamalla tama tarkistuspiste ja aktivoimalla T-soluja.
CTLA4:n ilmentyminen tdssa solulinjassa varmistettiin virtaussytometrialla kohdespesifiselld vasta-aineella,
mika varmisti luotettavan ja yhtendisen reseptoritiheyden koko solupopulaatiossa.

Organism lhminen

Tissue Sikién munuaiset

Ominaisuudet

Age Sikio

Gender Nainen

Morphology Epiteelin kaltainen

Growth Yksikerroksinen, tarttuva

properties

Sdantelytiedot
Citation HEK293-CTLA4 (Cytionin luettelonumero 305423)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606
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GMO Status GMO-S1: Tama HEK293-variantti sisdltda CTLA-4-ekspressiokonstruktion immuunijarjestelman
tarkistuspisteiden tutkimusta varten. Tama luokitus koskee vain Saksaa, ja se voi poiketa muualla.

Biomolekyylitiedot

Receptors CTLA4 (CD152)
expressed

Kasittely

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabiilia glutamiinia, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytionin artikkelinumero 820700a)
Medium

Supplements Taydenna elatusainetta 10 % FBS:Ild, 1 mM natriumpyruvaatilla, 10 mM HEPES:I3, 1 % NEAA:lla. Lisda
genetiineja (G418-Sulfat), jotta lopullinen pitoisuus on 1 mg/ml.

Dissociation Trypsin-EDTA
Reagent
Subculturing Rutiininomaiseen adherenttiseen soluviljelyyn: Imeyta vanha elatusaine adheesiosoluista ja pese ne PBS:lla

jaljellad olevan elatusaineen poistamiseksi. Kun PBS on imetty, lisdtaan sopiva maara trypsiini/EDTA-liuosta
viljelyastian koon mukaan (esim. 1 ml T25-pulloon, 3 ml T75-pulloon) ja inkuboidaan huoneenldmmdssa tai 37
°C:ssa, kunnes solut irtoavat (5-10 minuuttia). Seuraa irtoamista mikroskoopilla ja napauta astiaa tarvittaessa
varovasti solujen irrottamiseksi. Kun solut ovat irronneet, lisatadn taytta elatusainetta trypsiinin/EDTA:n
inaktivoimiseksi, solut suspendoidaan varovasti uudelleen ja siirretddn solususpensiosta aliquota uuteen
kasvatusastiaan, joka sisaltaa tuoretta elatusainetta. Aseta astia inkubaattoriin, jonka [@mpétila on 37 °C ja

hiilidioksidipitoisuu55 %, ja vaihda véliaine 2-3 pdivan valein.

Fluid renewal 2-3 kertaa viikossa
Post-Thaw
Recovery Sulattamisen jalkeen solut jaetaan T25-pulloihin suhteessa 1:2-1:3 ja annetaan solujen toipua pakastuksesta ja

tarttua vahintaan 24 tuntia.

Parhaan kiinnittymisen ja elinkelpoisuuden saavuttamiseksi solujen sulattamisen jalkeen suosittelemme
kollageenipinnoitettujen pullojen tai levyjen kdyttamista ensimmaiseen kylvoon kryokuntoutuksen jalkeen.
Kollageenipinnoitusta ei tarvita solujen myohemmassa rutiiniviljelyssa.

Freeze Kryosailytysmediana kaytamme tdydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittdvan

medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:td (Cytionin luettelonumero 800100), joka
sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Varmista, ettd injektiopullo pysyy syvajaddytettynd toimitettaessa, silla solut kuljetetaan kuivajadssa,
jotta optimaalinen l@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaadn valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vettd ja antimikrobista ainetta, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes
jaastd on jaljelld pieni jadmohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirra solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka sisaltaa 8
ml huoneenlampdista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja hévité varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jaanndspakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirrd kaikki
vdliaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.

Incubation

Atmosphere 37°C,5 %oy kostutettu ilmakeha.

Flask Coating
Optimaalisen kiinnittymisen ja elinkelpoisuuden saavuttamiseksi sulatuksen jalkeen suosittelemme
kollageenipinnoitettujen pullojen tai levyjen kayttoa.

Freezing

Procedure Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajaassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.
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Shipping

Conditions Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Storage

Conditions Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan héyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -

196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta / Geneettinen profiili / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla etta luminesenssiin perustuvilla
mykoplasman osoitusmenetelmilla.
Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.
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