
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ไลน์ HCMEC/D3 เป็นเซลล์ไลน์ของเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือดขนาดเล็กในสมองของมนุษย์ที่ถูกทำให้เป็นอมตะ ซึ่งถูกนำมาใช้อย่างกว้างขวางในการศึกษาเกี่ยวกับอุปสรรคเลือด-สมอง (BBB) เซลล์ไลน์นี้ถูกสร้างขึ้นโดยการถ่ายโอนเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือดขนาดเล็กในสมองของมนุษย์จากเซลล์ต้นกำเนิดผ่านเวกเตอร์เลนทิไวรัสที่แสดงเอนไซม์เทโลเมอเรสย้อนกลับของมนุษย์ (hTERT) ซึ่งเป็นเอนไซม์สำคัญในการรักษาความยาวของเทโลเมียร์และส่งเสริมอายุเซลล์ที่ยาวนานขึ้นโดยไม่เปลี่ยนแปลงลักษณะของเซลล์การนำ hTERT เข้ามาช่วยเซลล์เหล่านี้ให้สามารถหลีกเลี่ยงการแก่ชราจากการจำลองตัวเองซึ่งจำกัดอายุการใช้งานของเซลล์ต้นกำเนิด ทำให้สามารถแพร่กระจายอย่างต่อเนื่องในวัฒนธรรมได้

เซลล์ HCMEC/D3 ยังคงลักษณะทางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยาที่สำคัญของเซลล์เยื่อบุผิวสมองปฐมภูมิ ทำให้เป็นแบบจำลองที่มีคุณค่าสำหรับการศึกษาในหลอดทดลองของ BBB ซึ่งรวมถึงการแสดงออกของโปรตีนที่เชื่อมต่ออย่างแน่นหนา เช่น claudin-5, occludin, และ zonula occludens-1 ซึ่งมีความสำคัญอย่างยิ่งต่อการรักษาความสมบูรณ์ของอุปสรรคเซลล์เหล่านี้ยังแสดงตัวขนส่งและตัวรับต่างๆ ที่เป็นลักษณะเฉพาะของเยื่อบุผนังหลอดเลือดสมอง ซึ่งสนับสนุนการใช้งานในการศึกษาที่เกี่ยวข้องกับการนำส่งยาและความผิดปกติของระบบประสาทและหลอดเลือด ความสามารถของ HCMEC/D3 ในการสร้างชั้นเดียวที่แน่นหนาพร้อมความต้านทานทางไฟฟ้าสูง เน้นย้ำถึงความเหมาะสมในการใช้สำหรับการทดสอบการซึมผ่านของ BBB

งานวิจัยที่ใช้เซลล์ HCMEC/D3 ได้ครอบคลุมการประยุกต์ใช้ในหลากหลายด้าน รวมถึงการศึกษาพยาธิสภาพของสมอง เช่น โรคหลอดเลือดสมอง โรคปลอกประสาทเสื่อมแข็ง และการแพร่กระจายของมะเร็งไปยังสมอง ความเข้ากันได้กับเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลต่างๆ ยังทำให้เซลล์เหล่านี้เป็นเครื่องมือที่ยอดเยี่ยมในการศึกษาการตอบสนองของเซลล์บุผนังหลอดเลือดต่อสิ่งกระตุ้นการอักเสบ แรงเฉือน และสารพิษต่อระบบประสาทสายเซลล์นี้ให้แพลตฟอร์มที่แข็งแกร่งและสามารถทำซ้ำได้สำหรับการแยกแยะเหตุการณ์ระดับโมเลกุลที่ระดับเยื่อบุหลอดเลือดสมอง ซึ่งช่วยเพิ่มพูนความเข้าใจที่มีคุณค่าเกี่ยวกับความซับซ้อนของสุขภาพและโรคของระบบประสาทหลอดเลือด

Organism มนุษย์

Tissue สมอง, กลีบขมับ, หลอดเลือดฝอย

Synonyms HCMEC/D3, CMEC/D3, เซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือดฝอยของเยื่อหุ้มสมองมนุษย์/D3

ลักษณะ

Age ผู้ใหญ่

Gender เพศหญิง

Morphology เยื่อบุผนังหลอดเลือด

Cell type เซลล์บุผนังหลอดเลือด

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation hCMEC/D3 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305024)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_U985

GMO Status GMO-S1: สายเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือดฝอยมนุษย์ (hCMEC/D3) นี้ประกอบด้วยโครงสร้างเล็นทิไวรัสที่เข้ารหัส SV40 T-Antigen หรือ hTERT ซึ่งสนับสนุนการสร้างเซลล์อมตะอย่างคงที่ อินเสิร์ตถูกบูรณาการเข้ากับเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือดฝอยปฐมภูมิ การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้นและอาจแตกต่างกันในที่อื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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Viruses ทรานส์ฟอร์แมนท์: ไวรัสซิเมียน 40 (SV40)

การจัดการ

Culture
Medium

EGM -2 MV สารอาหารสำหรับเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือดขนาดเล็ก-2 BulletKit (จาก Lonza, หมายเลขแคตตาล็อก Lonza CC-3202)

Supplements เสริมอาหารเลี้ยงเชื้อ EBM-2 Basal Medium ที่จัดมาให้ตามคำแนะนำของผู้ผลิต

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้ 50% basal medium + 40% FBS + 10% DMSO 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
สำหรับการยึดเกาะและการมีชีวิตที่ดีที่สุดหลังการละลาย เราแนะนำให้ใช้ขวดหรือจานเคลือบคอลลาเจน

Freezing
Procedure เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า
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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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