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Altalanos informaciok

Description . .. .
Jogi nyilatkozat: A sejtvonalak mellett feltiintetett arak kizarolag tudomanyos/nonprofit iigyfelekre
vonatkoznak. Kereskedelmi szervezetek esetében az ar kériilbeliil 6 250 euré.
Ha kereskedelmi szervezetet képvisel, vagy nem biztos abban, hogy melyik kategdria vonatkozik Onre,
kérjiik, vegye fel veliink a kapcsolatot.
A HEK293-CCRS sejtvonal egy stabil, rekombindns HEK293 sejtvonal, amelyet Ugy alakitottak ki, hogy kdzepes-
magas szinten, sejtenként koriilbeliil 22 000 molekulaval fejezze ki a CCRS8 receptort. Ezt a sejtvonalat az
inscreenex landing pad technoldgiajaval fejlesztették ki, amely biztositja a CCR8 gén pontos és reprodukalhatd
integraciojat egy specifikus, elézetesen validalt genomikus l6kuszba. A CCR8, mas néven CHEMR1 vagy CDw198,
egy G-proteinnel kapcsolt receptor (GPCR), amely els6sorban a szabalyozé T-sejteken (Treg-sejtek)
expresszalddik. Kulcsfontossagl szerepet jatszik az immunvalaszok elnyomasaban a tumor
mikrokornyezetében, segitve a tumorsejteket azimmunrendszer felismerésének elkeriilésében. Az
immunszuppressziv kornyezet fenntartasaban bet6ltott szerepe miatt a CCR8 igéretes célpontta valt az (j
rakimmunterapiak szamara, amelyek célja a Treg-kozvetitett szuppresszid csokkentésével a daganatellenes
immunitas fokozasa.
A CCRS8 expresszidjat ebben a sejtvonalban célspecifikus antitesttel végzett aramlasi citometriaval igazoltak,
biztositva a sejtpopulaciéban a receptorok konzisztens és megbizhato stir(iségét.

Organism Emberi

Tissue Magzati vese

Disease Atalakitott/halhatatlanna tett; nem tumorigenikus (HEK293 héttér)

Applications Immunterapias kutatas; GPCR-farmakoldgia; CCR8-célpontu antitestek fejlesztése; CAR-T-sejt-vizsgalatok;
immuno-onkoldgiai szlirés; Treg-sejtek bioldgidja

”
Jellemzok

Age Magzat

Gender NGi

Morphology Epithelszer(i

Cell type Epithel sejtek

Growth Monoréteg, tapadd

properties
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Szabalyozasi adatok

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HEK293-CCRS8 (Cytion katalégusszam: 305426)

9606

CellosaurusAccession CVCL_6G18

GMO Status

GMO-S1: Ez a HEK293 sejtvonal CCR8-expresszids konstrukcidt tartalmaz, amely lehet6vé teszi a
kemokinreceptorok jelatviteli vizsgalatat. Ez a besorolas csak Németorszagban érvényes, mashol ettdl
eltérhet.

Biomolekularis adatok

Receptors
expressed

A kezelése

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio
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CCR8 (CHEMR1 vagy CDw198)

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabil glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion 820700a cikkszam)

Ataptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel, 1 mM natrium-piruvéttal, 10 mM HEPES-szel, 1% NEAA-val. Adjunk hozza
Geneticint (G418-Sulfat), hogy a végs6 koncentracié 1 mg/ml legyen.

Trypsin-EDTA

kb. 24-36 6ra

Rutinszer( adherens sejtkultirahoz: Szivja le a régi taptalajt az adherens sejtekrdl, és mossa le 6ket PBS-szel a
maradék taptalaj eltavolitasa érdekében. A PBS leszivasa utan adjunk hozza a tenyészt6edény méretének
megfelel6 mennyiség(i tripszin/EDTA-oldatot (pl. 1 ml T25 lombikhoz, 3 ml T75 lombikhoz), és inkubaljuk
szobahémérsékleten vagy 37°C-on, amig a sejtek levalnak (5-10 perc). Ellenérizziik a levalast mikroszkép alatt,
és ha sziikséges, dvatosan kopogtassuk meg az edényt a sejtek kiszabaditasahoz. A levalas utan adjunk hozza
teljes tapfolyadékot a tripszin/EDTA inaktivalasahoz, dvatosan szuszpendaljuk Ujra a sejteket, és a
sejtszuszpenzio egy aliquotajat helyezziik at egy uj, friss tapfolyadékot tartalmazo tenyésztéedénybe. Helyezze
az edényt 37 °C-ra és 5%C02—ra beallitott inkubatorba, és 2-3 naponta cserélje a tapfolyadékot.
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Seeding 2-4x 10% sejt/cm?

density

Fluid renewal hetente 2-3 alkalommal

Post-Thaw

Recovery Afelolvasztas utan osszuk a sejteket 1:2-1:3 ardnyban T25 lombikokba, és hagyjuk, hogy a sejtek legalabb 24

oran keresztil regeneralddjanak a fagyasztasbol és megtapadjanak (adheziv kulturak esetén).

Freeze Krioprezervald taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ellendrizze, hogy az injekcids Uveg a szallitaskor mélyhltott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megé6rzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcios Uveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizflird6be meritjik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjiik, amig egy kis jégcsomé nem marad.

4. Az Osszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, dramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fert6tlenitstk a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Ujra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkolcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos novekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.
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Incubation

Atmosphere 37°C, 5% Parasitott légkor.

Flask Coating Nincs

Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallit4s soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt ccomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels tarolohelyre.

Storage

Conditions HosszU tavd tartdsitas céljabdl helyezze az livegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, koriilbelil -150 és -196 °C

koz6tti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhatd el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel el6tt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés

Sterility
A mikoplazma-szennyezédést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapi mikoplazma-
kimutatasi mddszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezddés elkerlilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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