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Bunky HEK293-F su rychlo rasttca, vysoko transfekéna sublinia odvodena od bunkovej linie ludskych
embryonalnych obli¢iek 293 (HEK293). Oznacenie "F" znamena, Ze tieto bunky boli prispdsobené na rast v
suspenznych kultdrach, vdaka ¢omu st obzvlast uzitoéné na vyrobu proteinov vo velkom meradle. Bunky rasti v
roznych médiach bez obsahu séra, ¢o ulahcuje Skalovatelné procesy v biotechnologickych a farmaceutickych
aplikaciach. Bunky HEK293-F si zachovavaju epitelovi morfoldgiu materskej linie HEK293 a udrZiavaji sa v
suspenzii bez potreby pripevnenia k pevnému substratu.

Tieto bunky st vysoko G¢inné pri expresii rekombinantnych proteinov a Siroko sa vyuZivaju pri vyrobe
virusovych vektorov na génovd terapiu vratane adenovirusovych, lentivirusovych a retrovirusovych vektorov.
Vdaka ich robustnému rastu v suspenzii a jednoduchej transfekcii st idedlne na poutzitie v protokoloch
prechodnej transfekcie, kde m6zu produkovat vysoké vytazky proteinov v priebehu niekolkych dni po
transfekcii. Tato vlastnost je rozhodujica pre rychle vyrobné cykly vo vyskumnych a priemyselnych
podmienkach. Prisp6sobivost buniek HEK293-F roznym podmienkam rastu a ich schopnost kultivacie s vysokou
hustotou zvy3uje ich vyuzitelnost v bioprocesnych prostrediach.
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NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_6642

GMO Status GMO-S1: Tato bunkova linia HEK293-F obsahuje virus SV40, ¢o umoziuje vysoku Gc¢innost transfekcie a
silny rast v suspenznej kultuire. Tato modifikacia je stabilne pritomna v embryonalnych obli¢kovych
bunkach. Toto zaradenie plati iba v Nemecku a v inych krajinach sa méze lisit.

Biomolekularne udaje

Receptors Vitronektin

expressed

Protein CEA negativny, p53 pozitivny

expression

Tumorigenic Na nahych mysSiach

Viruses Transformované adenovirusom 5 DNA adenovirusom 5 DNA
Spracovanie

Culture CD293 (Thermo)

Medium

Supplements Doplrite médium o 10% FBS a 1% NEAA

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 30 hodin

Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouzite
1-2 mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
minUty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v cerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

Seeding 1x10* buniek/cm2 vytvori konfluentnd vrstvu za priblizne 4 dni.

density

Fluid renewal 2 krat tyzdenne
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Post-Thaw Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 5 x 10% buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu
Recovery zmrazenia a prilnut aspon 24 hodin.

Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spsobeného kryo.

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
seklind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. Vsetky 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
skiimavky obsahujicej 8 ml kultivaéného 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 kultivaéné 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
zabezpedia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optiméalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.
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Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
ostatocnym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne - pocas celej prepravy. Po prijati ihne

d ény z hladi drzani [ iblizne -78 °C poc lej Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions 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.

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 zaloZenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizuélne kontrolujd.
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