
ข้อมูลทั่วไป

Description
MPC-5 (หรือที่รู้จักในชื่อ "MPC5" หรือ "Mouse Podocyte Clone-5") เป็นสายเซลล์โพโดไซต์ของหนูที่ถูกทำให้เป็นอมตะแบบมีเงื่อนไข ซึ่งถูกนำมาใช้อย่างแพร่หลายในการศึกษาการแยกแยะและการบาดเจ็บของโพโดไซต์ในหลอดทดลอง เซลล์เหล่านี้มีต้นกำเนิดจากโพโดไซต์ของไตจากหนูสายพันธุ์ดัดแปลงพันธุกรรม H2Kb-tsA58 "Immortomouse" และมีระบบแอนติเจนขนาดใหญ่ SV40 ที่ไวต่ออุณหภูมิ (SV40LT) ซึ่งช่วยให้สามารถควบคุมการสลับระหว่างสภาวะการเพิ่มจำนวนและการเปลี่ยนแปลงสภาพเซลล์ได้

ภายใต้สภาวะการเจริญเติบโตแบบอนุญาต เซลล์ MPC-5 มักจะถูกขยายพันธุ์ที่อุณหภูมิ 33 °C โดยมีอินเตอร์เฟอรอน-γ ซึ่งช่วยสนับสนุนการเพิ่มจำนวนที่ขับเคลื่อนโดย SV40LT เพื่อกระตุ้นการแยกตัว เซลล์จะถูกย้ายไปที่อุณหภูมิ 37 °C และอินเตอร์เฟอรอน-γ จะถูกนำออก ส่งผลให้การเจริญเติบโตหยุดชะงักและเกิดลักษณะคล้ายเซลล์โพโดไซต์ ในระหว่างการแยกตัว เซลล์ MPC-5 จะมีการจัดระเบียบโครงร่างเซลล์ใหม่และกระบวนการเกิดขึ้นอย่างเด่นชัด; WT1 มักถูกตรวจพบในทุกสถานะ ในขณะที่การแสดงออกของ synaptopodin มีความสัมพันธ์กับลักษณะทางฟีโนไทป์ที่แยกตัวแล้ว ในเชิงหน้าที่ เซลล์ที่แยกตัวแล้วได้แสดงให้เห็นว่าตอบสนองต่อ bradykinin ด้วยการส่งสัญญาณแคลเซียมภายในเซลล์ ซึ่งสนับสนุนการใช้เป็นแบบจำลองการส่งสัญญาณของ podocyte

MPC-5 ถูกนำมาใช้บ่อยครั้งในการศึกษาเชิงกลไกเกี่ยวกับพลวัตของโครงร่างภายในเซลล์ของโพโดไซต์ การปรับโครงสร้างของการยึดเกาะ/การสัมผัส และการตอบสนองต่อความเครียดของเซลล์ สายพันธุ์นี้ยังถูกใช้อย่างกว้างขวางในแบบจำลองการบาดเจ็บของโพโดไซต์ที่เกี่ยวข้องกับโรคไตจากเบาหวาน ซึ่งมักใช้การสัมผัสกับน้ำตาลกลูโคสในระดับสูงเพื่อจำลองความเครียดออกซิเดชัน การอักเสบ และการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส และเพื่อติดตามผลของโพโดไซต์ (เช่น ตัวบ่งชี้ WT1 และตัวบ่งชี้ที่เกี่ยวข้องกับแผ่นกั้นช่องว่างแคบ) เป็นจุดสิ้นสุดของการทดลอง นอกจากนี้ ยังมีการศึกษาชั้นควบคุมระดับโมเลกุลในสภาวะการบาดเจ็บของ MPC-5; ตัวอย่างเช่น miR-204-3p มีรายงานว่าสามารถปรับเปลี่ยนความผิดปกติที่เกิดจากน้ำตาลกลูโคสสูงโดยมุ่งเป้าไปที่เส้นทางตัวรับแบรดีไคนิน B2 (Bdkrb2)

Organism เมาส์

Tissue ไต

Disease ปกติ

Synonyms MPC-5, โคลนเซลล์โพโดไซต์ของหนู-5

ลักษณะ

Breed/Subspecies (CBA/Ca x C57BL/10)Tg(H2Kb-tsA58) อิมมอร์โตเมาส์

Age ไม่ระบุ

Gender ไม่ระบุ

Cell type โพโดไซต์

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation MPC5 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305481)

Biosafety level 2

NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_AS87

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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Viruses ทรานส์ฟอร์แมนท์: ไวรัสซิเมียน 40 (SV40)

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

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

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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