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Informacje ogélne

Description
Zastrzezenie: Podane ceny linii komérkowych dotycza wytacznie klientéw akademickich lub organizacji

non-profit. W przypadku podmiotow komercyjnych cena wynosi okoto 6 250 euro.
Jesli reprezentujesz podmiot komercyjny lub nie masz pewnosci, ktéra kategoria ma zastosowanie,
prosimy o kontakt.

Linia komérkowa HEK293-CTLA4 jest stabilna, rekombinowana liniag komdrkowa HEK293, zmodyfikowana tak,
aby wyrazata receptor CTLA4 na $rednio-niskim poziomie, okoto 4000 czasteczek na komérke. Linia ta zostata
opracowana przy uzyciu technologii ,landing pad” firmy inscreenex, zapewniajacej precyzyjna i powtarzalna
integracje genu CTLA4 w okreslonym, wstepnie zweryfikowanym locus genomowym. CTLA4, znany réwniez jako
CD152, jest biatkiem punktu kontrolnego uktadu odpornosciowego, ktére odgrywa kluczowa role w regulacji
aktywacji komarek T. Konkurujac z receptorem stymulujagcym CD28 o wigzanie z czasteczkami B7 (CD80 i CD86)
na komoérkach prezentujacych antygen, CTLA4 hamuje reakcje immunologiczne, utrzymujac w ten sposob
tolerancje wtasna i zapobiegajac autoimmunizacji. CTLA4 jest kluczowym celem w immunoterapii nowotworéw,
szczegblnie w przypadku lekdw takich jak ipilimumab, ktérych celem jest wzmocnienie odpornosci
przeciwnowotworowej poprzez blokowanie tego punktu kontrolnego i aktywacje komorek T.

Ekspresje CTLA4 w tej linii komorkowej potwierdzono za pomoca cytometrii przeptywowej z uzyciem
przeciwciata specyficznego dla celu, zapewniajac wiarygodna i spojna gestos¢ receptora w catej populacji
komérek.

Organism Cztowiek
Tissue Nerka ptodu
Disease Zmodyfikowane/uniesmiertelnione; nie wywotujgce nowotwordw (na tle komérek HEK293)

Applications Badania nad inhibitorami punktéw kontrolnych; opracowywanie przeciwciat skierowanych przeciwko CTLA-4
(ipilimumab, analogi tremelimumabu); testy kostymulacji komérek T; badania przesiewowe w dziedzinie
immunoonkologii; projektowanie przeciwciat bispecyficznych

Charakterystyka
Age Ptod
Gender Kobieta
Morphology Podobny do nabtonka

Cell type Komdrki nabtonkowe
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Growth
properties

Monowarstwa, przylegajaca

Dane regulacyjne

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HEK293-CTLA4 (numer katalogowy Cytion 305423)

9606

CellosaurusAccession CVCL_6G20

GMO Status

GMO-S1: Ten wariant HEK293 zawiera konstrukt ekspresji CTLA-4 do badan nad immunologicznymi
punktami kontrolnymi. Ta klasyfikacja ma zastosowanie tylko w Niemczech i moze sie rézni¢ w innych
krajach.

Dane biomolekularne

Receptors CTLA4 (CD152)
expressed
Obstuga

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnej glutaminy, w: 2,0 g/L NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820700a)

Medium

Supplements Uzupetnic¢ pozywke 10% FBS, 1 mM pirogronianu sodu, 10 mM HEPES, 1% NEAA. Dodac Geneticin (G418-Sulfat),
aby osiagnac koricowe stezenie 1 mg/ml.

Dissociation Trypsyna-EDTA

Reagent

Doubling time ok. 24-36 godzin

Subculturing W przypadku rutynowej hodowli komérek przylegajacych: Odessac starg pozywke z przylegajacych komorek i
przemyc je PBS w celu usuniecia pozostatosci pozywki. Po odessaniu PBS, doda¢ odpowiednig objetos¢
roztworu Trypsyna/EDTA w zaleznosci od wielkosci naczynia hodowlanego (np. 1 ml dla kolby T25, 3 ml dla
kolby T75) i inkubowac w temperaturze pokojowej lub 37°C do momentu odtaczenia sie komérek (5-10 minut).
Monitoruj oderwanie pod mikroskopem i delikatnie postukaj w naczynie, jesli to konieczne, aby uwolnic
komorki. Po odtaczeniu dodac petng pozywke w celu inaktywacji trypsyny/EDTA, delikatnie ponownie zawiesi¢
komorki i przenies$¢ porcje zawiesiny komorek do nowego naczynia hodowlanego zawierajacego swieza
pozywke. Umies¢ naczynie w inkubatorze ustawionym na 37°C z 5%c0; i zmieniaj pozywke co 2-3 dni.
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Split ratio od1ldo5

Seeding 2 do 4 x 10% KoMSrey jcm?

density

Fluid renewal 2 do 3 razy w tygodniu

Post-Thaw

Recovery Po rozmrozeniu rozdzieli¢ komorki w stosunku 1:2 do 1:3 w kolbach T25 i pozwoli¢ komérkom na regeneracje po
procesie zamrazania i przyleganie (w przypadku hodowli adherentnych) przez co najmniej 24 godziny.

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucic supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdow.

Incubation

or 0 s
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating Brak

Freezing
Procedure Linie komédrkowe poddane kriokonserwacji s3 wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych

opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymad temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pdpi::?fns Linie komodrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci i analiza molekularna

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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