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Aciklama

ACT-1 hiicre hatti, aktin dinamigi ve hicresel hareketliligin incelenmesi icin degerli bir model gorevi géren siimiik mantari Dictyostelium
discoideum’un bir susundan tiretilmistir. Dictyostelium'da aktin, hiicre iskeletinin organizasyonunda, 6zellikle de besin yoksunlugu
kosullarinda kemotaksi ve hiicresel agregasyon sureglerinde hayati bir rol oynar. ACT-1 hiicre hatti, monoklonal antikorlarin aktin ile
etkilesimlerini analiz etmek, 6zellikle de aktin monomerleri Gizerindeki spesifik baglanma bolgelerini ayirt etmek ve cesitli molekiler
etkilesimlere karsi aktinin yapisal ve islevsel tepkilerini degerlendirmek agisindan hayati 6neme sahiptir. ACT-1'i kullanan ¢alismalar, aktinin
amino-terminal bélgelerinin antikorlarla nasil etkilesime girdigini ve aktin polimerizasyonunu nasil etkiledigini anlamaya 6énemli 6lglide katkida
bulunmus; monomerden filament gecisi ve stabilizasyon icin hayati 5heme sahip bolgeleri ortaya koymustur.

Ozellikle ACT-1, aktinin monomerik formlarina segici olarak baglanarak aktin polimerizasyonunu engelleyebilen monoklonal antikorlari
incelemek igin kullaniimistir. Bu baglanma, aktini monomerik durumunda stabilize ederek filament olusumunu engeller; bu da mevcut aktin
filamentlerine eklendiginde filament uzunlugunu ve viskozitesini azaltir. Bu etkiler, hiicresel streclerde aktini diizenleyen proteinleri ve
bunlarin mekanizmalarini incelemek icin yararlidir. Spesifikligi g6z 6éniine alindiginda, ACT-1 susu, yapisal aktin alanlarini haritalamak ve
hiicresel mimaride aktine baglanan proteinlerin diizenleyici rollerini degerlendirmek icin anti-aktin monoklonal antikorlarinin kullanildigi hem
biyokimyasal analizler hem de immunofloresan ¢alismalarinda hayati 6neme sahiptir.
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iFADE VE DUYARLILIK

Protein ekspresyonu
Dictyostelium discoideum aktinlerine karsi monoklonal imminoglobulin (IgG1)

ISLEME VE YETISTIRME

Besiyeri
RPMI 1640, w: 2,1 mM stabil Glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820700a)

Kulucka ortami 37°C, %5C02, nemlendirilmis atmosfer.

Takviyeler
Ortami %10 FBS ile takviye edin

Ayristirma reaktifi Accutase

Alt kiltir olusturma

Sispansiyon hucrelerini 15 ml'lik bir tipte toplayin ve yapisik hiicreleri kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile nazikge yikayin (T25
siseleri icin 3-5 ml ve T75 siseleri i¢in 5-10 ml kullanin). Accutase uygulayin (T25 siseler icin 1-2 ml, T75 siseler i¢cin 2,5 ml) ve hicre
tabakasinin tamamen kaplandigindan emin olun. Hiicreleri 10 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakin. inkilbasyonun ardindan,
hem suspansiyonu hem de yapisik hicreleri birlestirin ve santrifijleyin. Santrifijden sonra hiicre peletini dikkatlice yeniden stispanse edin ve
hucre slispansiyonunu taze ortam igeren yeni siselere aktarin.

Cozme ve kultirleme

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

KALITE KONTROL VE KRIYOPREZERVASYON

Kisirhk

Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanl tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit yontemleri kullanilarak diglanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak igin hiicre kilturleri gunliik gorsel incelemelere tabi tutulur.

Dondurma ortami Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢céztlme sonrasi canlilik igin tam blyime ortami
(FBS dahil) + %10 DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak igin
optimize edilmis ozmoprotektanlar ve metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog
numarasi 800100) kullaniyoruz.

Saklama kosullar

Uzun sureli muhafaza icin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazl sivi nitrojen igine yerlestirin. 80 °C'de saklama yalnizca sivi
nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Nakliye kosullari
Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak icin yeterli sogutucu akiskan iceren, onaylanmis, yahtiimis
ambalajlarda kuru buz tizerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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YASAL VE GUVENLIK

Giivenlik 6nlemleri
ileride ¢dzdirmek tizere sivi nitrojen icinde bir kriyoviyal saklamayi planlarken, siki giivenlik énlemlerine uymak zorunludur. Uygun koruyucu
eldivenler ve giysiler sarttir ve dondurulmus numunelerin sivi nitrojen tankina veya tanktan transferi sirasinda yiiz maskesi veya koruyucu

gozluk kullanilmasi gerekir. Bu, ¢ikarma sirasinda keskin parcgalarin firlamasina neden olabilecek potansiyel kriyoviyal patlamalardan
kaynaklanan yaralanma riskini azaltmak igindir.

Garanti

Cytion olarak uriinlerimizin kalitesinin ve canhhginin arkasindayiz.

Hucrelerimizin, tesislerimizden sevkiyattan sonra 60 giin boyunca kiltiiriin baslangicinda canh olacagini garanti ediyoruz.
Tim malzemelerin Analiz Sertifikasi ve/veya Uriin Sayfasinda agiklanan 6zelliklere uygun oldugunu garanti ediyoruz
Tim ayrintilar icin lttfen <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang=""x-default"">Garanti Beyanimiza bakin

Malzeme Transfer Anlasmasi gereklidir  Yes
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