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Vseobecné informacie

Description

Organism

Charakteristika

Morphology

Growth
properties

¢, o

MR1 je hybriddmova bunkova linia odvodena z flzie buniek sleziny s myelémovymi bunkami NS-1 po imunizacii
zvierat mysSimi T-bunkami, najma podtypu Th1. Tieto bunky exprimuji imunoglobulin, konkrétne monoklonalne
protilatky zamerané na mysi ligand CD40 (CD154, znamy aj ako gp39 alebo CD40L). Izotyp produkovane;j
monoklonalnej protilatky je IgG. CD154 je klG¢ova molekula, ktora sa podiela na interakciach T buniek, najméa na
aktivacii B buniek, kedZe jej vazba na CD40 na B bunkach je nevyhnutna pre proliferaciu, diferenciaciu a
produkciu imunoglobulinov B buniek. Tato vazba ovplyvriuje aj kostimulaciu T buniek a produkciu cytokinov,

¢im sa CD154 stava dolezitym cielom terapeutickych zasahov pri imunitnej modulacii.

Protilatky odvodené od MR1 sa $pecificky zameriavajd na interakciu medzi CD154 a CD40 a blokuju ju, ¢o ma
terapeuticky vyznam pri réznych imunitnych reakciach. Protilatky proti CD154 sa pouZili najma na vyvolanie
nereaktivity T-buniek na transplantované organy. Blokovanim interakcie CD154-CD40 protilatky MR1 inhibujd
aktivaciu T-buniek a s tym spojent imunitni odpoved, ¢im podporuju stav tolerancie. Tato stratégia je obzvlast
cenna pri prevencii rejekcie organov u prijemcov transplantatov, pretoze umoziuje dlhodobé preZivanie Stepu
bez potreby systémovych imunosupresiv, ktoré mézu mat rozsiahle vedlajsie U¢inky. V experimentalnych
modeloch protilatky MR1 preukazali schopnost prediZit preZivanie stepu pankreatickych ostrovéekov, o je
vyznamné pri lieCbe cukrovky prostrednictvom transplantacie ostrovéekov.

Protilatky MR1 sa vyuZivaju aj vo vyskume stvisiacom s autoimunitnymi ochoreniami, pri ktorych hra
rozhodujlcu dlohu nevhodna aktivacia T-buniek a B-buniek prostrednictvom interakcii CD40-CD154. Inhibiciou
tychto interakcii mézu protilatky MR1 pomdct modulovat imunitné reakcie, ¢o z nich robi potencialnych
kandidatov na terapeutické aplikacie mimo transplantacie, vratane autoimunitnych stavov a urcitych
lymfoproliferativnych poruch. Vo vyskumnej a patentovej literatire sa skima vyuzitie MR1 v réznych
aplikaciach, ¢o zdoraziuje jej vyznam v oblasti regulacie imunity a vyvoja terapeutickych protilatok.
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Biomolekularne udaje

Protein Imunoglobulin, monoklonalna protilatka proti mySiemu ligandu CD40 (CD154, CD40L, gp39)
expression
Spracovanie
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Dopliite médium o 10 % FBS, 0,05 mM 2-merkaptoetanolu
Subculturing Jemne homogenizujte bunkovu suspenziu v banke pipetovanim hore a dole, potom odoberte reprezentativnu

vzorku na stanovenie hustoty buniek na ml. Suspenziu zriedte ¢erstvym kultivaénym médiom, aby ste dosiahli
koncentréciu buniek 1 x 10° buniek/ml, a upravent suspenziu rozdelte do novych baniek na dalsie kultivovanie.

Fluid renewal 2 a7 3-krdt tyzdenne
Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu sposobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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