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Bunkova linia HEK293, imortalizovana epitelova bunkova linia odvodena z ludskych embryonalnych obli¢kovych
buniek v 70. rokoch minulého storocia Alexom van der Ebom na Utrechtskej univerzite, sa stala klicovym
experimentalnym modelom v molekularnej bioldgii a biotechnologickych aplikaciach vdaka svojej

pozoruhodnej vSestrannosti a jednoduchej genetickej manipulacii.

Transformacia bunkovej linie HEK293 zahfriala integraciu Specifického segmentu z DNA adenovirusu 5, ¢im sa do
bunkového genému vloZili adenovirusové gény E1A a E1B. Modifikdcia adenovirusovej DNA umoznila schopnost
bunkovych linii G¢inne prijimat cudziu DNA, o je vlastnost znama ako vysoka uc¢innost transfekcie. Integracia
virusovej DNA do gendmu buniek HEK293 viedla k bunkovej imortalizacii a vyznamne zvysila vyuZitelnost tychto
buniek v biotechnologickych aplikaciach tym, Ze ulahcila stabilnt inkorporaciu a expresiu exogénnej DNA, ¢o je
proces oznacovany ako stabilna transfekcia. Tato schopnost umoziuje trvald pritomnost a funkciu cudzich
génov v bunkach, ¢im sa HEK293 stava neocenitelnym nastrojom pre genetické stddie a biotechnoldgie.

V dosledku toho sa bunky HEK293 stali zakladnym zdrojom v biotechnoldgii na vyrobu rekombinantnych
proteinov vratane Zivotne ddleZitych terapeutickych proteinov a slizia ako robustné hostitelské bunky na
vyrobu virusovych vektorov, najma adenovirusovych a lentivirusovych vektorov. Bunky HEK 293 st klicové vo
farmaceutickom priemysle pre vysoko vykonné skriningové testy, vyrobu génovych terapii zameranych na
Specifické gény suvisiace s poruchami jedného génu a Stidie adenovirusovej infekcie.

V priemyselnej biotechnoldgii sa vyuZitelnost ludskej bunkovej linie HEK 293 rozsiruje na vyrobu
rekombinantnych enzymov, vyrobu virusovych vektorov, ako st adenovirusové vektory, vyrobu proteinov a
vyvoj biosenzorov. Toxikologicky vyskum vyuziva bunkov liniu HEK pri hodnoteni vplyvu chemickych latok na
bunkov bioldégiu vratane G¢inkov na typické bunky obli¢iek a potencialu pre génovu terapiu. Schopnost
nesmrtelnej bunkovej linie HEK293 tc¢inne produkovat nativne proteiny zdéraznuje ich zasadnu dlohu v
lekarskom vyskume vratane vyskumu rakoviny a skimania zakladov génovej terapie.

Bunky HEK293 ponukaju jedine¢n platformu na Stidium bunkovej bioldgie a proteinov, ktoré s predmetom
zaujmu, a prekonavajt iné bunkové linie svojou vSestrannostou a vyuzitelnostou vo vyskume aj v priemyselnych
aplikaciach. Na porovnanie, bunky HEK293T, variant HEK293, si modifikované na zvysenie Gcinnosti transfekcie,
bunky HEK293F su prispdsobené na suspenzni kultiru na ulahéenie velkoploSnej produkcie proteinov a iné
bunkové linie cicavcov, ako st bunky Vero, odvodené z tkaniva opicich obliciek, sa vyuzivaji najma pri vyvoji
vakcin a studiach virusov.

Ludské

Oblitky

TransfekZny hostitel

Hek293, HEK-293, HEK/293, HEK 293, HEK,293, 293, 293 HEK, 293 Ad5, Human Embryonic Kidney 293

Plod
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Gender Zeny

Morphology Epitelu podobné
Growth Monovrstva, priliehajica
properties

s, &

Regulacné udaje

Citation HEK293 (katalégové ¢islo Cytion 300192)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0045

GMO Status GMO-S1: Tato bunkova linia HEK293 pochadzajlca z embryonalnych obli¢iek obsahuje sekvencie
adenovirusu 5 E1A/E1B v dosledku transformacie, ale neuvolfiuje infekény virus, ¢o umozriuje vysoku
proliferativnu kapacitu. Modifikacia je stabilne pritomna v embryonalnych obli¢kovych bunkach. Tato
klasifikacia plati len v Nemecku a v inych krajinach sa méze lisit.

Biomolekularne udaje

Receptors Vitronektin

expressed

Protein CEA negativny, p53 pozitivny

expression

Tumorigenic Na nahych mysiach

Virus Transformované adenovirusom 5 DNA adenovirusom 5 DNA

susceptibility

Ploidy status 30 % buniek HEK293 ma hypotriploidny karyotyp so 64 modalnymi chromozémami. Vyssie ploidie boli zistené u
4,2 % buniek.

Spracovanie
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion ¢islo ¢lanku 820100a)
Medium
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Supplements
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Dopliite médium o 10% FBS a 1% NEAA

Accutase

30 hodin

Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Uplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, aby sa
oddelili. Po inkubdacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v ¢erstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

1x 10% buniek/cm? vytvori konfluentnd vrstvu za priblizne 4 dni.

2 krat tyzdenne

Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 5 x 10% buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu
zmrazenia a prilnat aspori 24 hodin.

Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (kataldgové ¢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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z::‘pd':;lt?ogns 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.

Alely HLA A*:'03:01:01
B*:'07:02:01
C*:'07:02:01
DRB1*:'15:01:01
DQA1*:'01:02:01
DQB1*:'06:02:01
DPB1*:'04:01:01
E:'01:03:02
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