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Upozornenie: Zobrazené ceny bunkovych linii st uréené vylucne pre neziskovych zakaznikov. Ak
zastupujete komercny subjekt, kontaktujte nas, prosim, pre alternativne ceny.

Bunkova linia HEK293-CTLA4 je stabilna rekombinantna bunkova linia HEK293 vytvorena tak, aby exprimovala
receptor CTLA4 na stredne nizkej Grovni, priblizne 4 000 molekul na bunku. Tato bunkova linia bola vyvinuta
pomocou technoldgie pristavacej podlozky spolo¢nosti inscreenex, ktord zabezpecuje presni a
reprodukovatelnd integraciu génu CTLA4 na Specifickom, vopred overenom genomickom lokuse. CTLA4, zndmy
aj ako CD152, je imunitny kontrolny protein, ktory zohrava klG¢ovu tlohu pri regulacii aktivacie T-buniek. Tym,
Ze sutazi so stimulaénym receptorom CD28 o vazbu na molekuly B7 (CD80 a CD86) na antigén prezentujdcich
bunkach, CTLA4 zniZuje imunitné odpovede, ¢im udrZiava autotoleranciu a zabranuje autoimunite. CTLA4 je
klicovym cielom vimunoterapii rakoviny, najma pre lieky ako ipilimumab, ktorych cielom je posilnit
protinadorovu imunitu blokovanim tohto kontrolného bodu a aktivaciou T-buniek.

Expresia CTLA4 v tejto bunkovej linii bola potvrdena pomocou prietokovej cytometrie s protilatkou Specifickou
pre ciel, ¢im sa zabezpecila spolahliva a konzistentna hustota receptorov v celej bunkovej populacii.
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GMO Status

GMO-S1: Tento variant HEK293 obsahuje expresny konstrukt CTLA-4 na vyskum kontrolnych bodov imunitného
systému. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a inde sa méZze lisit.

Biomolekularne udaje

Receptors
expressed

Spracovanie

Culture
Medium

Supplements
Dissociation

Reagent

Subculturing

Fluid renewal

CTLA4 (CD152)

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820700a)

Doplrite médium o 10 % FBS, 1 mM pyruvat sodny, 10 mM HEPES, 1 % NEAA. Pridajte geneticin (G418-Sulfat) na
dosiahnutie konecnej koncentracie 1 mg/ml.

Trypsin-EDTA

Na bezné adherentné bunkové kultdry: Odstrarite staré kultivaéné médium z adherentnych buniek a premyte ich
PBS, aby ste odstranili zvy$né médium. Po odsati PBS pridajte prislusny objem roztoku trypsinu/EDTA podla
velkosti kultivaénej nddoby (napr. 1 ml pre banku T25, 3 ml pre banku T75) a inkubujte pri izbovej teplote alebo
37 °C, kym sa bunky neoddelia (5 - 10 min(t). Oddelovanie sledujte pod mikroskopom a v pripade potreby jemne
poklepte na nadobu, aby sa bunky uvolnili. Po oddeleni pridajte kompletné médium na inaktivaciu
trypsinu/EDTA, jemne resuspendujte bunky a alikvotnu ¢ast bunkovej suspenzie preneste do novej kultivacnej
nadoby obsahujlcej ¢erstvé médium. Nadobu umiestnite do inkubatora nastaveného na37°Cs5 %CO
médium vymieriajte kazdé 2 - 3 dni.

2a

2 az 3-krat tyzdenne

Post-Thaw

Recovery Po rozmrazeni rozdelte bunky v pomere 1:2 a7 1:3 do banky T25 a nechajte bunky zotavit sa z procesu
zmrazovania a prilnat aspori 24 hodin.
Na dosiahnutie ¢o najlepsieho prichytenia a Zivotaschopnosti buniek po rozmrazeni odporicame na prvé
nasadenie po kryozotaveni pouZit banky alebo platne potiahnuté kolagénom. Na naslednd beznu kultivaciu
buniek sa kolagénovy povlak nevyZzaduje.

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného 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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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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