
ข้อมูลทั่วไป

Description
สายเซลล์ CMK เป็นแบบจำลองของโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเมกาคาริโอบลาสติกในมนุษย์ ที่พัฒนาขึ้นจากผู้ป่วยโรคดาวน์ซินโดรม ซึ่งได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวเมกาคาริโอบลาสติกแบบเฉียบพลัน (AMKL) เซลล์เหล่านี้มีความสำคัญต่อการวิจัยเกี่ยวกับการแยกตัวเป็นเมกาคาริโอไซต์และโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวที่เกี่ยวข้องกับภาวะไตรโซมี 21 เซลล์ CMK แสดงตัวบ่งชี้ที่เป็นลักษณะเฉพาะของเมกาคาริโอไซต์ เช่น ไกลโคโปรตีน GPIIb/IIIa และ GPIb ซึ่งเป็นองค์ประกอบสำคัญของเยื่อหุ้มเกล็ดเลือด การมีกิจกรรมของเอนไซม์เพอร์ออกซิเดสของเกล็ดเลือด (PPO) ซึ่งกระจุกตัวอยู่ที่เยื่อหุ้มนิวเคลียสและเรติคูลัมเอนโดพลาสมิก แต่ไม่พบในอวัยวะกอลจิ ยืนยันว่าเซลล์เหล่านี้มีต้นกำเนิดจากเซลล์เมกาคาริโอไซต์ การวิเคราะห์โครงสร้างระดับจุลภาคเผยให้เห็นการมีอยู่ของก้อนในไซโทพลาซึมที่คล้ายกับ α-granules และเยื่อแบ่งเขต ซึ่งยืนยันเพิ่มเติมถึงลักษณะเมกาคาริโอไซต์ของเซลล์เหล่านี้

เซลล์ CMK มีลักษณะเฉพาะคือแบบโครโมโซมที่ซับซ้อน ซึ่งรวมถึงภาวะใกล้เตตระพลอยดีและการทรานสโลเคชันเฉพาะ คือ der(17)t(11;17) ซึ่งพบได้ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวต้นแบบของผู้ป่วยด้วย การเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมนี้เชื่อมโยงสายเซลล์กลับไปยังสภาพโรคของผู้ป่วย ซึ่งให้แบบจำลองที่น่าเชื่อถือสำหรับการศึกษาพยาธิกำเนิดของ AMKL นอกจากนี้ สายเซลล์ CMK ยังสามารถตอบสนองต่อปัจจัยการเจริญเติบโตของระบบสร้างเลือด เช่น อินเตอร์ลิวคิน-3 (IL-3) และปัจจัยกระตุ้นการสร้างอาณานิคมของเซลล์แกรนูโลไซต์-มาโครฟาจ (GM-CSF) ซึ่งช่วยกระตุ้นการเพิ่มจำนวนและการเปลี่ยนแปลงเป็นรูปแบบเมกาคาริโอไซต์ที่สุกงอมมากขึ้น การรักษาด้วยสารเช่น โพรโบล เอสเตอร์ (TPA) ช่วยเพิ่มการแสดงออกของตัวบ่งชี้เมกาคาริโอไซต์ และก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยา รวมถึงการแบ่งส่วนของไซโทพลาซึมที่คล้ายกับการสร้างเกล็ดเลือด คุณสมบัติเหล่านี้ทำให้ CMK เป็นเครื่องมือที่มีค่าในการศึกษาการพัฒนาสายพันธุ์เมกาคาริโอไซต์ ผลกระทบของไตรโซมี 21 ต่อการสร้างเลือด และกลไกการเกิดโรคลูคีเมียในโรคดาวน์ซินโดรม

Organism มนุษย์

Tissue เลือดส่วนปลาย

Disease โรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดไมอีลอยด์ที่เกี่ยวข้องกับโรคดาวน์ซินโดรม

ลักษณะ

Age 10 เดือน

Gender ชาย

Ethnicity ญี่ปุ่น

Growth
properties

การระงับ

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation CMK (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305533)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0216

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Mutational
profile

การกลายพันธุ์: TP53, p.Asp49His (c.145G>C), แบบเฮเทอโรไซกัส; การรวมยีน: TP53-FXR2

การจัดการ
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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 20%

Subculturing รวบรวมเซลล์ที่ลอยในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร และล้างเซลล์ที่ติดผนังอย่างเบามือด้วย PBS ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม (ใช้ 3-5 มิลลิลิตรสำหรับขวด T25 และ 5-10 มิลลิลิตรสำหรับขวด T75)นำ Accutase (1-2 มล. สำหรับขวด T25, 2.5 มล. สำหรับขวด T75) ใส่ให้ทั่วชั้นเซลล์อย่างทั่วถึง ปล่อยให้เซลล์พักที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นรวมและปั่นเหวี่ยงทั้งเซลล์แขวนลอยและเซลล์ที่เกาะติด หลังจากปั่นเหวี่ยงแล้ว ให้นำเซลล์ที่ตกตะกอนมาแขวนลอยอย่างระมัดระวังและถ่ายเซลล์แขวนลอยไปยังขวดใหม่ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์สด

Seeding
density

3–5 × 10⁵/มิลลิลิตร

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

Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

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

การควบคุมคุณภาพและการวิเคราะห์ระดับโมเลกุล
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Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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