
ข้อมูลทั่วไป

Description
Plat-E (Platinum-E) เป็นสายพันธุ์เซลล์บรรจุไวรัสย้อนกลับ (retrovirus) ที่ถูกดัดแปลงมาจากเซลล์ไตของตัวอ่อนมนุษย์สายพันธุ์ 293T (human embryonic kidney 293T) ได้รับการพัฒนาขึ้นเพื่อเป็นระบบที่มีความเสถียรและมีประสิทธิภาพสำหรับการผลิตไวรัสย้อนกลับชนิด ecotropic ในปริมาณสูงแบบชั่วคราว สายพันธุ์เซลล์ถูกสร้างขึ้นโดยใช้โครงสร้างบรรจุภัณฑ์ใหม่ ซึ่งการแสดงออกของยีนโครงสร้างไวรัส - gag-pol และ env - ถูกควบคุมโดยโปรโมเตอร์ EF1α ของมนุษย์ ซึ่งมีประสิทธิภาพมากกว่าโปรโมเตอร์ซ้ำปลายยาว (LTR) ของ
MuLV แบบดั้งเดิมอย่างมากในเซลล์ 293T การออกแบบนี้ช่วยให้มั่นใจในกิจกรรมการถอดรหัสที่แข็งแกร่งและสนับสนุนการผลิตส่วนประกอบไวรัสในระดับสูงที่จำเป็นสำหรับการประกอบและบรรจุหีบห่อเรโทรไวรัสอย่างมีประสิทธิภาพ

เซลล์ Plat-E ถูกสร้างขึ้นผ่านการถ่ายโอนยีนส์แบบคงที่ต่อเนื่องของโครงสร้าง pEnv-IRES-puror และ pGag-pol-IRES-bsr ซึ่งเชื่อมโยงยีนไวรัสกับตัวบ่งชี้ความต้านทานต่อยาปฏิชีวนะผ่านตำแหน่งการเข้าของไรโบโซมภายใน (IRES) การกำหนดค่านี้รับประกันว่าเฉพาะเซลล์ที่แสดงออกยีนไวรัสที่จำเป็นเท่านั้นที่จะได้รับความต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ ทำให้สามารถคัดเลือกซับโคลนที่มีการแสดงออกสูงได้ สายพันธุ์ Plat-E ที่ได้สามารถผลิตไวรัสเรโทรที่มีค่าความเข้มข้นสูงสุดถึง 1 × 107 หน่วยติดเชื้อต่อมิลลิลิตรได้อย่างสม่ำเสมอเป็นเวลาอย่างน้อยสี่เดือน เมื่อเพาะเลี้ยงภายใต้การคัดเลือกคู่ด้วยพูโรไมซินและบลาสติซิดิน การวิเคราะห์ด้วย Northern blot, กิจกรรมของเอนไซม์รีเวิร์สทรานสคริปเตส และการวัดด้วยโฟลไซโตเมทรี ยืนยันว่า Plat-E แสดงการแสดงออกของยีน gag-pol และ env สูงกว่าสายพันธุ์บรรจุไวรัสก่อนหน้า เช่น Bosc23
และ Phoenix-E อย่างมีนัยสำคัญ

สถาปัตยกรรมของ Plat-E ลดความเสี่ยงในการสร้างไวรัสย้อนกลับที่สามารถจำลองตัวเองได้ (RCR) โดยจำกัดโครงสร้างการบรรจุให้เฉพาะบริเวณรหัสพันธุกรรมที่จำเป็นของยีนโครงสร้างของไวรัสและแยกออกเป็นพลาสมิดต่างกัน การออกแบบนี้ต้องการเหตุการณ์การรวมตัวกันของยีนอย่างน้อยสามครั้งเพื่อสร้าง RCR ซึ่งช่วยเพิ่มความปลอดภัยทางชีวภาพ Plat-E ได้พิสูจน์แล้วว่ามีประโยชน์ในการประยุกต์ใช้การถ่ายโอนยีน รวมถึงการถ่ายทอดที่มีประสิทธิภาพในเซลล์ต้นกำเนิด เช่น เซลล์ T และเซลล์มาสต์ ประสิทธิภาพและความเสถียรในระยะยาวทำให้เป็นแพลตฟอร์มที่เชื่อถือได้สำหรับการผลิตเวกเตอร์เรโทรไวรัสทั้งในการวิจัยพื้นฐานและการพัฒนาการบำบัดด้วยยีนก่อนคลินิก

Organism มนุษย์

Tissue ไตของทารกในครรภ์

Synonyms แพลทินัม-อี

ลักษณะ

Age ทารกในครรภ์

Gender เพศหญิง

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation PLAT-E (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305855)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_B488

GMO Status GMO-S1: สายพันธุ์เซลล์บรรจุภัณฑ์ไวรัสย้อนกลับ (PLAT-E) นี้ประกอบด้วยโครงสร้างที่เข้ารหัส gag-pol และ env ภายใต้การควบคุมของโปรโมเตอร์ EF1α ซึ่งสนับสนุนการผลิตอนุภาคไวรัสย้อนกลับชนิด ecotropic การดัดแปลงมีอยู่ในเซลล์ที่มาจาก HEK293T อย่างคงที่ การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้นและอาจแตกต่างกันในที่อื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Mutational
profile

การแปล: "การแปล"
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การจัดการ

Culture
Medium

RPMI 1640, w: 2.0 mM กลูตามีนเสถียร, w: 2.0 กรัม/ลิตร NaHCO3 (หมายเลขบทความ Cytion 820700a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Seeding
density

1 ถึง 4 x 104 เซลล์/ซม.

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน (รวมถึง FBS) + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ หรือ CM-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 800100) ซึ่งรวมถึงสารป้องกันออสโมติกและสารรักษาเสถียรภาพเมตาบอลิซึมที่ได้รับการปรับให้เหมาะสมเพื่อเพิ่มการฟื้นตัวและลดความเครียดที่เกิดจากการแช่แข็ง

Thawing and
Culturing Cells 1. ยืนยันว่าขวดยังคงแช่แข็งอย่างสมบูรณ์เมื่อได้รับสินค้า เนื่องจากเซลล์ถูกจัดส่งบนน้ำแข็งแห้งเพื่อรักษาอุณหภูมิที่เหมาะสมระหว่างการขนส่ง

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

3. สำหรับการเพาะเลี้ยงทันที ให้ละลายน้ำแข็งในหลอดอย่างรวดเร็วโดยแช่หลอดในอ่างน้ำที่อุณหภูมิ 37°C พร้อมน้ำสะอาดและสารต้านจุลชีพ คนเบา ๆ เป็นเวลา 40-60 วินาที จนกระทั่งเหลือเพียงก้อนน้ำแข็งขนาดเล็ก

4. ดำเนินการขั้นตอนต่อไปทั้งหมดภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้ลมไหล โดยฆ่าเชื้อขวดแช่แข็งด้วยแอลกอฮอล์ 70% ก่อนเปิด

5. เปิดขวดยาฆ่าเชื้ออย่างระมัดระวัง และถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตรที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 8 มิลลิลิตร โดยคนเบา ๆ

6. ปั่นเหวี่ยงส่วนผสมที่ความเร็ว 300 x g เป็นเวลา 3 นาที เพื่อแยกเซลล์ออกจากกัน แล้วเทส่วนใสที่อยู่ด้านบนซึ่งมีสารแช่แข็งตกค้างออกอย่างระมัดระวัง

7. ค่อยๆ ผสมเซลล์ที่ตกตะกอนให้ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ 10 มิลลิลิตร สำหรับเซลล์ที่เกาะติด ให้แบ่งสารแขวนลอยลงในขวดเลี้ยงเชื้อ T25 สองขวด สำหรับการเลี้ยงแบบแขวนลอย ให้ถ่ายอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมดลงในขวด T25 ขวดเดียว เพื่อส่งเสริมการปฏิสัมพันธ์และการเจริญเติบโตของเซลล์อย่างมีประสิทธิภาพ

8. ปฏิบัติตามระเบียบปฏิบัติของกลุ่มวัฒนธรรมย่อยที่กำหนดไว้สำหรับการเติบโตและการบำรุงรักษาของเซลล์ไลน์อย่างต่อเนื่อง เพื่อให้มั่นใจในผลลัพธ์การทดลองที่เชื่อถือได้

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, บรรยากาศชื้น

Flask Coating ไม่มี
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Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

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

การควบคุมคุณภาพ / โปรไฟล์ทางพันธุกรรม / HLA

Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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