
ข้อมูลทั่วไป

Description
สายเซลล์ HEK293 ที่ปรับให้เหมาะสมกับการเลี้ยงแบบแขวนลอยเป็นสายพันธุ์ที่ดัดแปลงมาจากเซลล์ไตของมนุษย์ในระยะตัวอ่อน 293 (HEK293) ซึ่งถูกปรับให้สามารถเจริญเติบโตในสภาพแขวนลอยแทนที่จะยึดเกาะกับพื้นผิว การปรับตัวนี้มีความสำคัญสำหรับการใช้งานในอุตสาหกรรมที่ต้องการการผลิตโปรตีนในปริมาณมากเซลล์เหล่านี้ยังคงลักษณะหลายประการของสายพันธุ์ HEK293 ดั้งเดิมไว้ รวมถึงประสิทธิภาพการถ่ายโอนยีนชั่วคราวที่สูงและความสามารถในการดัดแปลงโปรตีนที่แสดงออกหลังการแปลรหัสในลักษณะที่คล้ายคลึงกับเซลล์มนุษย์ตามธรรมชาติ

เซลล์เหล่านี้มีคุณค่าอย่างยิ่งในอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพและเภสัชกรรมสำหรับการผลิตโปรตีนและไวรัสที่สร้างขึ้นใหม่สำหรับการบำบัดทางพันธุกรรมและการพัฒนาวัคซีน การปรับตัวให้เข้ากับการเพาะเลี้ยงแบบแขวนลอยช่วยให้สามารถปรับขนาดได้ง่ายขึ้นและทำให้กระบวนการเก็บเกี่ยวง่ายขึ้น ทำให้เหมาะสมยิ่งขึ้นสำหรับการผลิตทางชีวภาพในระดับเชิงพาณิชย์สายเซลล์ HEK293 ที่ปรับให้เหมาะสมกับการแขวนลอยรองรับระบบการผลิตไวรัสหลากหลายชนิด รวมถึงอะดีโนไวรัส, เล็นท์ไวรัส, และอะดีโน-แอโซซิเอทไวรัส (AAV) ซึ่งมีความสำคัญอย่างยิ่งในด้านการรักษาและการวิจัย

โดยรวมแล้ว สายเซลล์ HEK293 ที่ปรับให้เหมาะสมกับการแขวนลอยเป็นเครื่องมือที่สำคัญในสาขาชีววิทยาโมเลกุลและกระบวนการชีวภาพ โดยให้แพลตฟอร์มที่หลากหลายสำหรับการผลิตโมเลกุลที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพต่างๆ ความง่ายในการดัดแปลงพันธุกรรมและความสามารถในการผลิตโปรตีนที่มีการพับตัวที่ถูกต้องและมีการดัดแปลงหลังการแปลตามรูปแบบของเซลล์มนุษย์ ทำให้เป็นทรัพยากรที่ขาดไม่ได้ในหลายสภาพแวดล้อมการรักษาและการวิจัยขั้นสูง

Organism มนุษย์

Tissue ไต

Applications โฮสต์สำหรับการถ่ายโอนยีน

ลักษณะ

Age ทารกในครรภ์

Gender เพศหญิง

Morphology รอบ

Growth
properties

การระงับ

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation HEK293 ที่ปรับให้เข้ากับการแขวนลอย (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300686)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0045

GMO Status GMO-S1: สายพันธุ์เซลล์ HEK293 ที่ปรับให้เหมาะสมกับการแขวนลอยนี้ประกอบด้วยลำดับ E1 ที่ได้มาจากอะดีโนไวรัส 5 จากสายพันธุ์ HEK293 ต้นกำเนิด ซึ่งสนับสนุนความสามารถในการเพิ่มจำนวนและการแสดงออกของโปรตีนในระดับสูง การดัดแปลงนี้มีอยู่ในเซลล์ไตของตัวอ่อนที่เปลี่ยนแปลงอย่างคงที่ การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้นและอาจแตกต่างกันในที่อื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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Receptors
expressed

วิตโรเนคติน

Protein
expression

CEA เป็นลบ, p53 เป็นบวก

Tumorigenic ในหนูที่ไม่มีขน

Virus
susceptibility

เปลี่ยนแปลงด้วยดีเอ็นเออะดีโนไวรัส 5 ดีเอ็นเออะดีโนไวรัส 5

การจัดการ

Culture
Medium

พานเซอร์ริน 293S (PanBiotech, เยอรมนี)

Supplements ไม่จำเป็นต้องใช้ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร

Dissociation
Reagent

ไม่จำเป็น

Subculturing รักษาเซลล์แขวนลอยให้มีความหนาแน่นของเซลล์อยู่ระหว่าง 5 x 105 ถึง 2-3 x 106 เซลล์/มล. ในขวดเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ Eppendorf บนเครื่องเขย่าภายในตู้อบที่อุณหภูมิ 37°C/5% CO2 ทำการเพาะเลี้ยงใหม่เมื่อความหนาแน่นของเซลล์ถึง 2-3 x 106 เซลล์/มล. ระวังอย่าให้เซลล์จับตัวเป็นกลุ่มขณะย้ายเซลล์ เมื่อความหนาแน่นของเซลล์ถึง 1-2 x 106 เซลล์/มล. ให้เก็บเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ 200xg เป็นเวลา 5 นาที แล้วทิ้งส่วนใสด้านบน นำเซลล์ไปเจือจางในปริมาณที่เหมาะสมของอาหารเลี้ยงเชื้อที่สดและอุ่นไว้ล่วงหน้า แล้วนับจำนวนเซลล์เพื่อหาข้อมูลเกี่ยวกับความมีชีวิตและจำนวนเซลล์ เก็บเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ 200xg เป็นเวลา 5 นาที แล้วทิ้งส่วนใสด้านบน ละลายเซลล์ในปริมาณที่เหมาะสมของสารละลายแช่แข็งและนับจำนวนอีกครั้ง ความมีชีวิตของเซลล์ควรมีค่า >>80% ความหนาแน่นของเซลล์ที่แนะนำคือ 5-10 ล้านเซลล์/มล. ดูดเซลล์ด้วยปิเปตใส่ลงในหลอดแช่แข็งที่ติดฉลากไว้ล่วงหน้า ใช้ภาชนะแช่แข็ง
CoolCell หรือตู้แช่แข็งแบบควบคุมอัตราการแช่แข็ง เพื่อให้แน่ใจว่าอัตราการลดอุณหภูมิอยู่ที่ 1°C/นาที

Seeding
density

5 x 10^5 เซลล์/มล.

Post-Thaw
Recovery

เริ่มต้นเพาะเลี้ยงที่ความหนาแน่น 5 x 105 เซลล์/มล. และรักษาความเข้มข้นของเซลล์ให้อยู่ระหว่าง 2-3 x 106 เซลล์/มล. เพื่อการเจริญเติบโตที่เหมาะสมที่สุด หมักที่อุณหภูมิ 37°C/ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% บนเครื่องเขย่าเซลล์ที่ความเร็ว 100-150 รอบต่อนาที

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ
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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

Flask Coating
สำหรับการยึดเกาะและการมีชีวิตที่ดีที่สุดหลังการละลาย เราแนะนำให้ใช้ขวดหรือจานเคลือบคอลลาเจน

Freezing
Procedure เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

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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