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Informacoes gerais

Description
A MR1 é uma linha de células de hibridoma derivada da fusdo de células do bago com células de mieloma NS-1,

apods aimunizagdo de animais com células T de ratinho, particularmente do subtipo Th1. Estas células
exprimem imunoglobulina, especificamente anticorpos monoclonais que tém como alvo o ligando CD40 do rato
(CD154, também conhecido como gp39 ou CD40L). O isétipo do anticorpo monoclonal produzido € IgG. O CD154
€ uma molécula crucial envolvida nas interagdes das células T, em particular na ativacdo das células B, uma vez
que a sua ligacdo ao CD40 nas células B é essencial para a proliferagdo, diferenciagdo e produgéo de
imunoglobulinas das células B. Esta ligacdo também influencia o coestimulo das células T. Esta ligagdo também
influencia a co-estimulagdo das células T e a produgao de citocinas, tornando o CD154 um alvo importante para
a intervencgao terapéutica na modulagdo imunitaria.

Os anticorpos derivados de MR1 visam especificamente e bloqueiam a interacado entre CD154 e CD40, o que tem
implica¢Ges terapéuticas em varias respostas imunitarias. Nomeadamente, os anticorpos anti-CD154 tém sido
utilizados para induzir a falta de resposta das células T aos enxertos de 6rgdos em transplantes. Ao bloquear a
interagdo CD154-CD40, os anticorpos MR1 inibem a ativagdo das células T e a resposta imunitaria associada,
promovendo um estado de tolerancia. Esta estratégia é particularmente valiosa na prevengao da rejeigcdo de
orgdos em receptores de transplantes, pois permite a sobrevivéncia do enxerto a longo prazo sem a necessidade
de imunossupressores sistémicos, que podem ter efeitos secundarios extensos. Em modelos experimentais, os
anticorpos MR1 demonstraram a capacidade de prolongar a sobrevivéncia do enxerto de ilhotas pancreaticas, o
que é significativo no tratamento da diabetes através do transplante de ilhotas.

Os anticorpos MR1 sdo também utilizados na investigacdo relacionada com as doencas auto-imunes, em que a
ativagdo inadequada das células T e das células B através das interagdes CD40-CD154 desempenha um papel
fundamental. Ao inibir estas interagdes, os anticorpos MR1 podem ajudar a modular as respostas imunitarias,
tornando-os potenciais candidatos a aplicagGes terapéuticas para além do transplante, incluindo em doengas
auto-imunes e certas doencas linfoproliferativas. A investigacdo e a literatura de patentes exploraram a
utilizagdo do MR1 em varias aplica¢des, sublinhando a sua relevancia no dominio da regulacdo imunitaria e do
desenvolvimento de anticorpos terapéuticos.

Organism Células animais
Carateristicas

Morphology Linfoblasto

Growth Suspensio
properties

Dados regulamentares

Citation MR1 (ndmero de catélogo Cytion 305000)
Biosafety level 1
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NCBI_TaxID

10090/10032

CellosaurusAccession CVCL_8964

Dados biomoleculares

Protein
expression

Manuseamento

Culture
Medium

Supplements

Subculturing

Split ratio

Fluid renewal

Freeze
medium
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Imunoglobulina, anticorpo monoclonal, contra o ligando CD40 do rato (CD154, CD40L, gp39)

RPMI 1640, com: 2,0 mM de glutamina estavel, com: 2,0 g/L NaHCO3 (ndmero de artigo Cytion 820700a)

Suplementar o meio com 10% de FBS, 0,05 mM de 2-mercaptoetanol

Homogeneize suavemente a suspensao celular no frasco pipetando para cima e para baixo e, em seguida,
recolha uma amostra representativa para determinar a densidade celular por ml. Dilua a suspensao para atingir
uma concentracao celular de 1 x 10° células/ml com meio de cultura fresco e alique a suspens&o ajustada em
novos frascos para cultivo adicional.

1:2al6
2 a 3vezes por semana

Como meio de criopreservacao, utilizamos um meio de crescimento completo (incluindo FBS) + 10% DMSO para
uma viabilidade pds-descongelamento adequada, ou CM-1 (ndimero de catalogo Cytion 800100), que inclui
osmoprotectores optimizados e estabilizadores metabdlicos para melhorar a recuperacdo e reduzir o stress
induzido pela crio.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Confirme que o frasco permanece profundamente congelado aquando da entrega, uma vez que as

células sdo enviadas em gelo seco para manter as temperaturas ideais durante o transporte.

2. Apos a recegdo, armazenar o frasco criogénico imediatamente a temperaturas inferiores a -150°C para
garantir a preservagdo da integridade celular, ou avancgar para o passo 3 se for necessaria uma cultura
imediata.

3. Parauma cultura imediata, descongelar rapidamente o frasco imergindo-o num banho de dgua a 37°C
com agua limpa e um agente antimicrobiano, agitando suavemente durante 40-60 segundos até ficar
um pequeno aglomerado de gelo.

4. Efetuar todos os passos subsequentes em condig8es estéreis numa capela de fluxo, desinfectando o
frasco criogénico com etanol a 70% antes de o abrir.

5. Abrir cuidadosamente o frasco desinfectado e transferir a suspensdo de células para um tubo de
centrifugagdo de 15 ml contendo 8 ml de meio de cultura a temperatura ambiente, misturando
suavemente.

6. Centrifugar a mistura a 300 x g durante 3 minutos para separar as células e eliminar cuidadosamente o
sobrenadante que contém o meio de congelacdo residual.

7. Ressuspender suavemente o pellet de células em 10 ml de meio de cultura fresco. No caso de células
aderentes, dividir a suspensao entre dois frascos de cultura T25; no caso de culturas em suspensao,
transferir todo o meio para um frasco T25 para promover uma interagdo e um crescimento eficazes das
células.

8. Cumprir os protocolos de subcultura estabelecidos para o crescimento e manutengdo continuos da
linha celular, garantindo resultados experimentais fiaveis.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5% 00 atmosfera humidificada.

Flask Coating Nenhum

Freezing
Procedure As linhas celulares criopreservadas sdo expedidas em gelo seco em embalagens validadas e isoladas com

refrigerante suficiente para manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da recegao,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.
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z::‘pdpi::?fns As linhas celulares criopreservadas sdo expedidas em gelo seco em embalagens validadas e isoladas com
refrigerante suficiente para manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da rececdo,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.

Storage

Conditions Para conservagdo a longo prazo, colocar os frascos em azoto liquido em fase de vapor a uma temperatura entre

-150 e -196 °C. O armazenamento a -80 °C € aceitavel apenas como um curto passo intermédio antes da
transferéncia para azoto liquido.

Controlo de qualidade / Perfil genético [ HLA

Sterility
A contaminagdo por micoplasma é excluida utilizando ensaios baseados em PCR e métodos de detegdo de
micoplasma baseados em luminescéncia.
Para garantir que ndo ha contaminagdo bacteriana, fungica ou de leveduras, as culturas de células séo sujeitas a
inspecgdes visuais diarias.
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