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Vseobecné informacie

Description
Bunkova linia HEK293 adaptovana na suspenziu je variantom buniek ludskych embryonalnych obliciek 293

(HEK293), ktoré boli upravené tak, aby rastli v suspenznej kultdre namiesto adherentnej kultdry. Tato Uprava je
délezita pre priemyselné aplikacie, kde sa vyzaduje velkoplo$na produkcia proteinov. Bunky si zachovavaiju
mnohé vlastnosti povodnej linie HEK293 vratane robustnej G¢innosti prechodnej transfekcie a schopnosti
posttranslaéne modifikovat exprimované proteiny spésobom podobnym ako v pévodnych ludskych bunkach.

Tieto bunky st obzvlast cenené v biotechnologickom a farmaceutickom priemysle na vyrobu rekombinantnych
proteinov a virusov na génovu terapiu a vyvoj vakcin. Prispdsobenie suspenznej kultdre umozriuje lahsiu
Skalovatelnost a zjednodusuje proces zberu, ¢im sa stava vhodnejsim pre bioprocesy v komerénom meradle.
Bunkova linia HEK293 adaptovana na suspenznu kultiru podporuje rézne systémy produkcie virusov vratane
adenovirusu, lentivirusu a adenoasociovaného virusu (AAV), ktoré su klicové pre terapeutické aplikacie a
vyskum.
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Celkovo je suspenzne adaptovana bunkova linia HEK293 kli¢ovym nastrojom v oblasti molekularnej bioldgie a
bioprocesingu, ktory poskytuje univerzalnu platformu na produkciu roznych biologicky aktivnych molekdl. Jej
jednoducha geneticka manipulacia a schopnost produkovat proteiny, ktoré st spravne zloZené a posttranslacne
modifikované podla vzorov ludskych buniek, z nej robia nenahraditelny zdroj v mnohych pokrodilych
terapeutickych a vyskumnych podmienkach.

Organism Ludské
Tissue Oblicky
Applications Transfekény hostitel

Charakteristika

Age Plod
Gender Zeny
Morphology Okrihle

Growth Pozastavenie
properties
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Regulacné udaje

Citation HEK293 adaptovana suspenzia (katalégové &islo Cytion 300686)
Biosafety level 1
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NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_0045

GMO Status GMO-S1: Tato bunka HEK293 prisp6sobena na suspenziu obsahuje sekvencie E1 odvodené z
adenovirusu 5 z rodicovskej bunky HEK293, ¢o podporuje vysoku proliferativnu schopnost a schopnost
expresie proteinov. Modifikacia je stabilne pritomna v transformovanych embryonalnych oblickovych
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

Spracovanie

Culture Panserin 293S (PanBiotech, Nemecko)

Medium

Supplements Nie st potrebné Ziadne doplnky

Dissociation NevyZaduje sa

Reagent

Subculturing UdrZujte suspenzné bunky pri hustote buniek medzi 5 x 10° a 2-3 x 10° buniek/ml v Eppendorfovych flasiach na
kultivaciu buniek na trepacke v inkubatore pri teplote 37 °C/5 % co,, Akonahle hustota buniek dosiahne 2-3 x 10
6 buniek/ml, vykonajte subkultivaciu. Opatrne uvolnite bunky, aby sa nevytvorili zhluky. Akonahle dosiahnete
hustotu buniek 1-2 x 10° buniek/ml, zberajte bunky centrifugaciou pri 200xg pocas 5 minut a zlikvidujte
supernatant. Zriedte v primeranom objeme Cerstvého, predhriateho kultivaéného média a spocitajte bunky, aby
ste ziskali informacie o Zivotaschopnosti a pocte buniek. Zbierz komérki przez odwirowanie przy 200xg przez 5
minut i wylej supernatant. Ponownie zawie$ komérki w odpowiedniej objetosci medium zamrazajacego i
ponownie je policz. Zivotaschopnost buniek by mala byt >>80 %, odporiéa sa hustota buniek 5 - 10 miliénov
buniek/ml. Pipetujte bunky do vopred oznacenych kryovialiek. PouZite bud mraziaci kontajner CoolCell, alebo
mraznicku s kontrolovanou rychlostou, aby ste zabezpecili rychlost chladenia 1 °C/min.
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Seeding 5x 10° buniek/ml

density

Post-Thaw Kultdry iniciujte pri hustote 5 x 10° buniek/ml a pre optimalny rast udrZujte koncentraciu buniek na trovni 2-3 x
Recovery 10° buniek/ml. Inkubujte pri 37 °C/5 % o, na trepacke buniek pri 100-150 ot/min.

Freeze Ako médium na kryokonzervaciu pouzivame kompletné rastové médium + 10 % DMSO na zabezpecenie
medium primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni.

Thawing and

rin e . _ [ . .
Culturing Cells 1. Overte si, ze injekéna liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoze bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrZala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. Vpripade okamtzitej kultivacie injekénd liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kdpela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pricom ju jemne mieSajte 40 - 60
seklnd, 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 dezinfikovand flasticku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujicej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 200 x g po¢as 5 minut, supernatant obsahujlci zmrazovacie médium opatrne
zlikvidujte.

7. Postupujte podla postupu opisaného v Casti Obnova po rozmrazeni

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena 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 prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym 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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