
ข้อมูลทั่วไป

Description
B-LCL-HROC285 เป็นเซลล์ไลน์ลิมโฟไซต์ B ที่ถูกเปลี่ยนแปลงโดยไวรัสเอปสไตน์-บาร์ (EBV) ซึ่งได้มาจากผู้ป่วยที่มีมะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิดอะดีโนคาร์ซิโนมาที่เกี่ยวข้องกับกลุ่มอาการลินช์ มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิดนี้มีความเชื่อมโยงกับมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนักที่ไม่ใช่ชนิดโพลิปกรรมพันธุ์ (HNPCC) ซึ่งมักเกิดจากการกลายพันธุ์ในยีนซ่อมแซมความไม่ตรงกันของดีเอ็นเอสายพันธุ์เซลล์ B-LCL-HROC285 ช่วยให้สามารถศึกษาการแปรสภาพที่เกี่ยวข้องกับเชื้อ EBV ในเซลล์บี รวมถึงข้อมูลเชิงลึกเกี่ยวกับปฏิกิริยาภูมิคุ้มกันที่เกี่ยวข้องกับมะเร็ง

B-LCL-HROC285 เป็นเครื่องมือที่มีคุณค่าในการทำความเข้าใจปฏิสัมพันธ์ระหว่างระบบภูมิคุ้มกันกับเซลล์มะเร็ง โดยเฉพาะอย่างยิ่งวิธีที่เซลล์บีที่เปลี่ยนแปลงไปอาจมีปฏิสัมพันธ์กับสภาพแวดล้อมภูมิคุ้มกันในมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนักที่เกิดจากกลุ่มอาการลินช์ สายพันธุ์เซลล์นี้มีประโยชน์สำหรับการศึกษาทางภูมิคุ้มกันวิทยาและมะเร็งวิทยา เนื่องจากพื้นหลังทางพันธุกรรมและกระบวนการเปลี่ยนแปลงโดย EBV ซึ่งเป็นที่ทราบกันดีว่าส่งผลต่อการเพิ่มจำนวนและการคัดเลือกโคลนของเซลล์บี

Organism มนุษย์

Tissue เลือดส่วนปลาย

Disease อะดีโนคาร์ซิโนมา

Metastatic site ไม่สามารถใช้ได้ (เซลล์ B-LCL ที่ถูกเปลี่ยนแปลงโดย EBV จากผู้ป่วย Lynch syndrome CRC)

Applications การทดสอบเซลล์ T และเซลล์ NK; การจำแนกชนิด HLA; ภูมิคุ้มกันของกลุ่มอาการลินช์; การตอบสนองทางภูมิคุ้มกันที่เกี่ยวข้องกับภาวะบกพร่องในการซ่อมแซมความไม่ตรงกัน (MMR); เซลล์เป้าหมายสำหรับการทดสอบ CTL; การศึกษาในธนาคารชีวภาพ HROC ที่จับคู่กับผู้ป่วย

Synonyms บี-แอลซีแอล ซีโอทู85, บีซี เอชโรซี285

ลักษณะ

Age 30 ปี

Gender เพศหญิง

Ethnicity คอเคเชียน

Morphology เซลล์กลม

Cell type ลิมโฟบลาสต์ชนิดบี

Growth
properties

การระงับ

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation บี-แอลซีแอล-เอชโรซี285 (หมายเลขแคตตาล็อกของไซเทียน 300869)

Biosafety level 2

NCBI_TaxID 9606
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CellosaurusAccession ไม่ได้กำหนด

GMO Status GMO-S2: B-LCL นี้มีอีพิโซม EBV ที่คงสภาพอย่างเสถียร (EBNA-1/-2/-3, LMP-1/-2) EBV จัดอยู่ในกลุ่มเสี่ยงที่ 2 ต้องมีการควบคุมตามมาตรฐาน BSL-2 การจำแนกนี้ใช้ภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้น; ข้อบังคับอาจแตกต่างกันในที่อื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Viruses ทรานส์ฟอร์แมนท์: EBV

การจัดการ

Culture
Medium

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

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS ที่ทำให้ไม่ทำงานทางชีวภาพด้วยความร้อน 10%

Subculturing ค่อยๆ ปรับให้เซลล์ในขวดมีความสม่ำเสมอโดยการดูดและปล่อยขึ้นลง จากนั้นนำตัวอย่างที่เป็นตัวแทนมาเพื่อกำหนดความหนาแน่นของเซลล์ต่อมิลลิลิตร เจือจางสารแขวนลอยให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์ 1 x 105 เซลล์/มิลลิลิตร ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ และแบ่งสารแขวนลอยที่ปรับแล้วใส่ขวดใหม่สำหรับการเพาะเลี้ยงต่อไป

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
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Flask Coating ไม่มี

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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