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Obecné informace

Description . , o . o
Upozornéni: Ceny uvedené u bunécnych linii plati vyhradné pro akademické a neziskoveé zakazniky. Pro
komeréni subjekty €ini cena priblizné 6 250 EUR.

Pokud zastupujete komeréni subjekt nebo si nejste jisti, do které kategorie spadate, prosim nas
kontaktujte.

Bunécna linie HEK293-CCR8 je stabilni rekombinantni bunécna linie HEK293, ktera byla geneticky upravena tak,
aby exprimovala receptor CCR8 na stfedné vysoké trovni, pfiblizné 22 000 molekul na buriku. Tato bunécéna linie
byla vyvinuta pomoci technologie ,landing pad“ spole¢nosti inscreenex, ktera zajistuje presnou a
reprodukovatelnou integraci genu CCR8 na specifickém, predem ovéfeném genomovém lokusu. CCR8, znamy
také jako CHEMR1 nebo CDw198, je receptor sprazeny s G proteinem (GPCR), ktery je exprimovan prevazné na
regulacnich T burikach (Tregs). Hraje kli¢ovou roli v potlaceni imunitnich reakci v mikroprostredi nadoru a
pomaha nadorovym burikam vyhnout se imunitni detekci. Diky své roli pfi udrZzovani imunosupresivniho
prostredi se CCR8 stal slibnym cilem pro nové imunoterapie rakoviny zaméfené na posileni protinddorové
imunity snizenim potlaceni zprostredkovaného Treg.

Exprese CCR8 v této bunécné linii byla potvrzena pomoci pritokové cytometrie s protilatkou specifickou pro cil,
coz zajistilo konzistentni a spolehlivou hustotu receptori v celé bunécné populaci.

Organism Clovék

Tissue Fetdlni ledvina

Disease Transformované/imortalizované; netumorogenni (na pozadi HEK293)

Applications Vyzkum imunoterapie; farmakologie GPCR; vyvoj protilatek zamérenych na CCRS; testy CAR-T bunék; screening
v oblasti imunoonkologie; biologie Treg bunék

Charakteristika

Age Plod

Gender Zeny

Morphology Epitelu podobné

Cell type Epitelové buriky

Growth Monovrstva, adherentni

properties
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Regulacni udaje

Citation
Biosafety level

NCBI_TaxID

HEK293-CCRS8 (katalogové Cislo Cytion 305426)

9606

CellosaurusAccession CVCL_6G18

GMO Status

vy 2

GMO-S1: Tato bunééna linie HEK293 obsahuje expresni konstrukt CCR8, ktery umozZriuje studium
signalizace chemokinovych receptord. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a jinde se mize lisit.

Biomolekularni data

Receptors CCRS8 (CHEMR1 nebo CDw198)
expressed
’ ’
Zpracovani

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)

Medium

Supplements Médium doplnite 10% FBS, 1 mM pyruvatem sodnym, 10 mM HEPES, 1% NEAA. Pridejte geneticin (G418-Sulfat),
abyste dosahli kone¢né koncentrace 1 mg/ml.

Dissociation Trypsin-EDTA

Reagent

Doubling time cca 24-36 hodin

Subculturing Pro bézné kultivace adherentnich bunék: Z adherentnich bunék odsadte staré kultiva¢ni médium a promyjte je
PBS, abyste odstranili veskeré zbyvajici médium. Po odsati PBS pridejte odpovidajici objem roztoku
trypsinu/EDTA podle velikosti kultivacni nadoby (napf. 1 ml pro bariku T25, 3 ml pro bariku T75) a inkubujte pfi
pokojové teploté nebo 37 °C, dokud se buriky neoddéli (5-10 minut). Oddélovani sledujte pod mikroskopem a v
pripadé potreby jemné poklepejte na nadobu, aby se buriky uvolnily. Po oddéleni pridejte kompletni médium k
inaktivaci trypsinu/EDTA, jemné buriky resuspendujte a alikvotni ¢ast bunééné suspenze preneste do nové
kultivacni nadoby obsahujici ¢erstvé médium. Umistéte nadobu do inkubatoru nastaveného na 37 °C s 5 %c0p 2
kazdé 2 az 3 dny vymérite médium.

Split ratio laz5
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Seeding
density

Fluid renewal
Post-Thaw

Recovery

Freeze
medium

Thawing and
Culturing Cells

2 a4 x 10% PUNek /2

2 az 3krat tydné

Po rozmrazeni rozdélte buriky v poméru 1:2 a7 1:3 do banék T25 a nechte je alespori 24 hodin zotavit se z
procesu zmrazovani a adherovat (v pfipadé adherujicich kultur).

Jako kryokonzerva¢ni médium pouzivame kompletni rlistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spolecnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep3eni regenerace a snizeni stresu
zpUsobeného kryo.

1. Ovérte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamzité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponorenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud neziistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvi¢ku a preneste bunéénou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.
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Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvi¢ky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky pfechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vylou¢ena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich
metod detekce mykoplazmy.
Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunécné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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