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MR1 ir hibridomu Stinu linija, kas iegta, saplistot liesas Sinam ar NS-1 mielomas Stinam péc dzivnieku
imunizacijas ar pelu T-8anam, ipasi Th1 apakstipa $Gnam. Sis Siinas ekspresé imanglobulinu, Tpasi
monoklonalas antivielas, kas vérstas pret peles CD40 ligandu (CD154, pazistams ari ka gp39 vai CD40L).
Izveidotas monoklonalas antivielas izotips ir IgG. CD154 ir bltiska molekula, kas iesaistita T Stinu mijiedarbiba,
joTpasi B stinu aktivizacija, jo tas saistiSanas ar CD40 uz B Sinam ir batiska B Stnu proliferacijai, diferenciacijai
un imanglobulinu raZo%anai. Si saistidanas ietekmé ari T $linu kostimulaciju un citokinu razo3anu, padarot
CD154 par svarigu mérki terapeitiskai iejaukSanai iminmodulacija.

MR1 atvasinatas antivielas ir ipaSi mérkétas un bloké CD154 un CD40 mijiedarbibu, kam ir terapeitiska nozime
dazadas imiinas reakcijas. Jo ipasi pret CD154 vérstas antivielas ir izmantotas, lai transplantacijas laika izraisitu
T Stnu nereagétspéju uz organu transplantatiem. Blok&jot CD154-CD40 mijiedarbibu, MR1 antivielas kavé T Stinu
aktivaciju un ar to saistito imino reakciju, veicinot tolerances stavokli. Si stratégija ir ipasi vértiga, lai novérstu
organu atgrisanu transplantatu sanémeéjiem, jo ta nodrosina ilgstosu transplantata izdzivosanu bez
nepiecieSamibas lietot sistemiskus imlnsupresantus, kam var bit plasas blakusparadibas. Eksperimentalos
modelos MR1 antivielas ir pieradijusas spé&ju paildzinat aizkunga dziedzera salinu transplantata izdzivosanu, kas
ir nozimigi diabéta arstésana ar salinu transplantacijas palidzibu.

MR1 antivielas tiek izmantotas arT pétijumos, kas saistiti ar autoimtnam slimibam, kur batiska nozime ir T un B
Sunu neatbilstosai aktivacijai, izmantojot CD40-CD154 mijiedarbibu. Inhibé&jot Sis mijiedarbibas, MR1 antivielas
var palidzét modulét imanas atbildes reakcijas, padarot tas par potencialiem kandidatiem terapeitiskiem
lietojumiem arpus transplantacijas, tostarp autoimiino slimibu un noteiktu limfoproliferativu slimibu
gadijumos. P&tijumos un patentu literatdira ir pétita MR1 izmantoSana dazados pielietojumos, uzsverot tas
nozimi imdnregulacijas un terapeitisko antivielu izstrades joma.

Dzivnieku Stinas

Limfoblasts

Apturésana

MR1 (Cytion kataloga numurs 305000)

10090/10032

CellosaurusAccession CVCL_8964
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Biomolekularie dati

Protein Imanglobulins, monoklonala antiviela pret peles CD40 ligandu (CD154, CD40L, gp39)
expression
Darbs ar
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabils glutamins, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820700a)
Medium
Supplements Papildinat barotni ar 10% FBS, 0,05 mM 2-merkaptoetanola
Subculturing Viegli homogenizgjiet Sinu suspensiju kolba, pipetéjot uz augsu un uz leju, péc tam nemiet reprezentativu

paraugu, lai noteiktu Stinu blivumu uz ml. Atskaidiet suspensiju, lai sasniegtu Siinu koncentraciju 1 x i
Sunas/ml ar svaigu kultdras barotni, un sadaliet pielagoto suspensiju jaunas kolbas turpmakai kultivésanai.

Fluid renewal 2 lidz 3 reizes nedéla
Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai
medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver

optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveselosanos un samazinatu
krioinducéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation

 Cytion

. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo SUnas tiek sGtitas uz sausa ledus, lai

parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai

nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

. Talitéjas kultivéSanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C iidens vanna ar tiru adeni

un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pliismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficgjot

kriovialu ar 70% etanolu.

. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8

mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

. Centrifuggjiet maisijumu ar 300 x g 3 minltes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas

satur saldésanas barotnes atlikumus.

. Viegli resuspendét Stinu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit

divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augSanu.

. levérojiet noteiktos subkultliru protokolus, lai nodrosinatu nepartrauktu Snu linijas augsanu un

uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

" ® A .
Atmosphere 37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating

Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas
vai plates.

Freezing

Procedure Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pd':;lt?ogns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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