
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ Lenti-X293T เป็นสายพันธุ์ที่พัฒนาต่อยอดมาจากเซลล์ไตของตัวอ่อนมนุษย์สายพันธุ์ 293T โดยได้รับการดัดแปลงและปรับแต่งโดยเฉพาะสำหรับการผลิตเวกเตอร์ไวรัสเลนทิไวรัสที่มีประสิทธิภาพสูง เช่นเดียวกับเซลล์ 293T ต้นกำเนิด เซลล์ Lenti-X293T สามารถแสดงออกของแอนติเจน SV40 large T ได้อย่างคงที่ ซึ่งช่วยให้พลาสมิดที่มีแหล่งกำเนิดการจำลองแบบของ SV40 สามารถจำลองแบบแบบ episomal ได้ และช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการถ่ายโอนยีนชั่วคราวอย่างมีนัยสำคัญ เซลล์ Lenti-X293T แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์เยื่อบุผิวที่เกาะติดและลักษณะการเจริญเติบโตที่แข็งแรงในสภาวะการเพาะเลี้ยงมาตรฐานที่มีการเติมซีรัม ซึ่งสนับสนุนการเพาะเลี้ยงที่มีความหนาแน่นสูง เหมาะสำหรับกระบวนการผลิตไวรัสในระดับใหญ่

สายเซลล์นี้ได้รับการคัดเลือกให้มีประสิทธิภาพในการทรานส์เฟคชั่นที่เหนือกว่าโดยใช้สารช่วยทรานส์เฟคประเภทแคลเซียมฟอสเฟต ไลปิด หรือโพลิเมอร์ ส่งผลให้ระดับไทเทอร์ของเล็นติไวรัสสูงขึ้นอย่างสม่ำเสมอเมื่อเทียบกับประชากร HEK293T แบบทั่วไป การผลิตไวรัสที่เพิ่มขึ้นนี้เกิดจากสรีรวิทยาของเซลล์ที่ได้รับการปรับให้เหมาะสม ซึ่งช่วยส่งเสริมการดูดซึมพลาสมิดอย่างมีประสิทธิภาพ การแสดงออกของยีนที่แข็งแกร่ง และการประกอบและปล่อยอนุภาคไวรัสเลนติไวรัสที่ไม่สามารถทำซ้ำได้อย่างมีประสิทธิผลเมื่อถูกทรานส์เฟคพร้อมกันกับโครงสร้างบรรจุและโครงสร้างเปลือกที่เหมาะสม เซลล์ Lenti-X293T จึงถูกนำมาใช้อย่างแพร่หลายในการสร้างเวกเตอร์ไวรัสเลนติไวรัสรุ่นที่สามสำหรับการส่งยีน การแก้ไขยีน และการวิศวกรรมสายพันธุ์เซลล์ที่คงที่

เซลล์ Lenti-X293T ยังคงรักษาประโยชน์ทั่วไปของระบบที่พัฒนามาจาก HEK293 สำหรับการแสดงโปรตีนรีคอมบิแนนท์ในระดับสูงและการศึกษาการแสดงยีนชั่วคราว คุณลักษณะการเจริญเติบโตที่เสถียรและประสิทธิภาพที่สามารถทำซ้ำได้ทำให้เซลล์เหล่านี้เหมาะสมสำหรับการใช้งานวิจัยขนาดเล็กและการผลิตที่สามารถขยายขนาดได้ โดยต้องปฏิบัติตามแนวทางมาตรฐานด้านความปลอดภัยทางชีวภาพและการบรรจุเวกเตอร์สำหรับระบบไวรัสเล็นทิไวรัส

Organism มนุษย์

Tissue ไตของตัวอ่อน

Disease สายพันธุ์เซลล์ที่ถูกเปลี่ยนแปลง (เซลล์ HEK ที่ถูกเปลี่ยนแปลงด้วย DNA ของอะดีโนไวรัสชนิดที่ 5)

Applications การผลิตเวกเตอร์เลนติไวรัส; การถ่ายโอนยีนชั่วคราว; การแสดงออกของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ระดับสูง; การบรรจุไวรัส

Synonyms Lenti-X 293T; 293T; HEK 293T

ลักษณะ

Age ทารกในครรภ์

Gender เพศหญิง

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Cell type เซลล์เยื่อบุผิวไตระยะตัวอ่อน

Growth
properties

ยึดเกาะได้ดี; มีประสิทธิภาพในการถ่ายโอนยีนสูง; แสดงออกของโปรตีนไวรัสอย่างเข้มข้น

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation Lenti-X293T (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305820)

Biosafety level 2

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0063 (พ่อแม่ 293T)
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GMO Status สถานะ GMO ตัดต่อพันธุกรรม (การแปลงพันธุกรรมด้วยอะดีโนไวรัสชนิดที่ 5; การแสดงออกของแอนติเจน T ขนาดใหญ่ SV40)

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Protein
expression

เอสวี40 แลงก์เกอ T แอนติเจน

Antigen
expression

เอสวี40 แลงก์เกอ T แอนติเจน

Oncogenes เอสวี40 แลงก์เกอ T แอนติเจน

Tumorigenic ก่อให้เกิดเนื้องอกในหนูที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง (สำหรับ 293T)

Viruses ประกอบด้วยดีเอ็นเอของอะดีโนไวรัสชนิดที่ 5; แสดงแอนติเจน T ขนาดใหญ่ของ SV40

Virus
susceptibility

มีความยืดหยุ่นสูงสำหรับการผลิตไวรัสเลนติไวรัส

Ploidy status อะนีเพิลอยด์, ไฮโปทริปพลอยด์ (รายงานสำหรับ 293T)

Mutational
profile

ยังไม่ได้รับการระบุลักษณะอย่างสมบูรณ์; ประกอบด้วยดีเอ็นเอของอะดีโนไวรัส 5 ที่รวมอยู่และโครงสร้างแอนติเจน T ขนาดใหญ่ของ SV40

Karyotype โครโมโซมของมนุษย์ที่มีจำนวนโครโมโซมไม่ปกติ (Aneuploid) พร้อมความผิดปกติของโครโมโซมหลายตำแหน่ง (เป็นลักษณะทั่วไปของเซลล์ 293T)

การจัดการ

Culture
Medium

DMEM, w: 4.5 กรัม/ลิตร กลูโคส, w: 4 มิลลิโมลาร์ แอล-กลูตามีน, w: 3.7 กรัม/ลิตร NaHCO3, w: 1.0 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไพรูเวต (หมายเลขบทความ Cytion 820300a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Doubling time 20-24 ชั่วโมง

Subculturing แยกก่อนถึงจุดรวมตัวเต็มที่; อนุญาตให้ใช้เวลาถึง 48 ชั่วโมงสำหรับการยึดติดเต็มที่หลังการละลาย

Split ratio อัตราส่วนที่แนะนำคือ 1:5 ถึง 1:10
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Seeding
density

2 ถึง 4 x 104 เซลล์/ซม.

Fluid renewal ทุกๆ 2-3 วัน

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ

Thawing and
Culturing Cells 1. ยืนยันว่าขวดยังคงแช่แข็งอย่างสมบูรณ์เมื่อได้รับสินค้า เนื่องจากเซลล์ถูกจัดส่งบนน้ำแข็งแห้งเพื่อรักษาอุณหภูมิที่เหมาะสมระหว่างการขนส่ง

2. เมื่อได้รับแล้ว ให้เก็บ cryovial ทันทีที่อุณหภูมิต่ำกว่า -150 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาความสมบูรณ์ของเซลล์ หรือดำเนินการตามขั้นตอนที่ 3 หากจำเป็นต้องเพาะเลี้ยงทันที

3. สำหรับการเพาะเลี้ยงทันที ให้ละลายน้ำแข็งในหลอดอย่างรวดเร็วโดยแช่หลอดในอ่างน้ำที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมน้ำสะอาดและสารต้านจุลชีพ คนเบา ๆ เป็นเวลา 40-60 วินาที จนเหลือเพียงก้อนน้ำแข็งขนาดเล็ก

4. ดำเนินการขั้นตอนต่อไปทั้งหมดภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้ลมไหล โดยฆ่าเชื้อขวดแช่แข็งด้วยแอลกอฮอล์ 70% ก่อนเปิด

5. เปิดขวดยาฆ่าเชื้ออย่างระมัดระวัง และถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 8 มิลลิลิตร โดยผสมอย่างเบามือ

6. ปั่นเหวี่ยงส่วนผสมที่ความเร็ว 200 x g เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทส่วนใสที่ลอยอยู่ด้านบนซึ่งมีสารละลายแช่แข็งออกอย่างระมัดระวัง

7. ปฏิบัติตามขั้นตอนที่อธิบายไว้ภายใต้หัวข้อการฟื้นฟูหลังการละลาย

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, บรรยากาศชื้น

Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Storage
Conditions สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตรเจนเหลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ −150 ถึง −196 °C การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้เฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยังไนโตรเจนเหลวเท่านั้น

การควบคุมคุณภาพ / โปรไฟล์ทางพันธุกรรม / HLA
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