
ข้อมูลทั่วไป

Description
สายเซลล์ SRA01/04 เป็นสายเซลล์เยื่อบุผิวเลนส์ตาของมนุษย์ที่ได้รับการทำให้เป็นเซลล์อมตะ ซึ่งพัฒนาขึ้นเพื่อแก้ไขข้อจำกัดที่เกี่ยวข้องกับการเพาะเลี้ยงเซลล์เยื่อบุผิวเลนส์ตาของมนุษย์ (HLE) แบบปฐมภูมิ ข้อจำกัดเหล่านี้รวมถึงความสามารถในการเพิ่มจำนวนที่ต่ำ และความยากลำบากในการได้มาซึ่งเซลล์ในปริมาณที่เพียงพอจากเลนส์ตาของผู้บริจาค SRA01/04 มีต้นกำเนิดจากเซลล์ HLE ปฐมภูมิที่เก็บจากทารกที่เข้ารับการผ่าตัดรักษาโรคเรตินโอพาธีของทารกคลอดก่อนกำหนด การสร้างเซลล์ให้ไม่ตายได้สำเร็จโดยการถ่ายโอนพลาสมิดที่พกพา gen ของแอนติเจน T ขนาดใหญ่ของ SV40 ภายใต้การควบคุมของโปรโมเตอร์ RSV วิธีนี้ช่วยหลีกเลี่ยงการใช้ไวรัสที่มีชีวิต และทำให้สามารถคัดเลือกโคลนที่มีลักษณะสม่ำเสมอได้

เซลล์ SRA01/04 แสดงการเพิ่มจำนวนที่เสถียรตลอด 130 ครั้งการเพาะเลี้ยง โดยมีอัตราการเพิ่มจำนวนประชากรประมาณ 3.5 ต่อครั้งการเพาะเลี้ยง ในด้านรูปร่างเซลล์ พวกมันรักษาชั้นเซลล์เดียวที่มีลักษณะของเซลล์เยื่อบุผิว การวิเคราะห์โครโมโซมแสดงให้เห็นถึงแบบโครโมโซมไฮโปเททราพลอยด์ ซึ่งสอดคล้องกับสถานะการทำให้เป็นเซลล์อมตะ ฟีโนไทป์ของไอโซไซม์ยืนยันว่าเซลล์ไลน์นี้มีต้นกำเนิดจากมนุษย์ สิ่งสำคัญคือ เซลล์ไลน์นี้ยังคงรักษาลักษณะโมเลกุลเฉพาะของเลนส์ตาไว้ รวมถึงการแสดงออกของ αA- และ βB-คริสตัลลิน และอัลโดสเรดักเทส แม้ว่าระดับโปรตีนจะต่ำกว่าที่พบในวัฒนธรรม HLE ปฐมภูมิ mRNA ของคริสตัลลินทั้งสองชนิดยังถูกตรวจพบผ่าน RT-PCR และการหาลำดับพันธุกรรมยืนยันความตรงกัน 100% กับลำดับพันธุกรรมของมนุษย์ที่เผยแพร่แล้ว ซึ่งทำให้ SRA01/04 เป็นสายเซลล์เลนส์มนุษย์สายแรกที่ได้รับการยืนยันว่าแสดงออกทั้ง αA- และ βB-คริสตัลลิน

นอกจากการแสดงออกของคริสตัลลินแล้ว SRA01/04 ยังแสดงออกของอัลโดสเรดักเทส ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับเส้นทางโพลีออล ซึ่งมีความเกี่ยวข้องกับการเกิดต้อกระจก แม้ว่าการเจริญเติบโตที่เหมาะสมที่สุดจะต้องการเซรั่มจากลูกวัว 20% แต่เซลล์เหล่านี้สามารถอยู่รอดและเพิ่มจำนวนได้แม้ในระดับเซรั่มที่ลดลง หรือแม้ในสภาพที่ไม่มีเซรั่มเลย หากถูกติดไว้บนจานเพาะเลี้ยงล่วงหน้า ความสามารถในการปรับตัวนี้ ร่วมกับลักษณะทางฟีโนไทป์ที่เฉพาะเจาะจงต่อเลนส์และมีความเสถียร ทำให้ SRA01/04 เป็นแบบจำลองที่มีค่าสำหรับการศึกษาสรีรวิทยาของเลนส์ การควบคุมยีนในเยื่อบุผิวเลนส์ และกลไกที่อยู่เบื้องหลังการเกิดต้อกระจก

Organism มนุษย์

Tissue ตา, เลนส์ตา, เยื่อบุ

Synonyms SRA 01-04, HLEC-SRA 01-04, HLE-SRA-01-04, SRA01-04 (HLE), SRA 01/04, HLEC-SRA 01/04, HLE-SRA-01/04,
SRA01/04 (HLE)

ลักษณะ

Age 3 เดือน

Gender ชาย

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Cell type เลนส์ตา

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation SRA01-04 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305436)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_7157

GMO Status GMO-S1: สายเซลล์เยื่อบุผิวเลนส์ตาของมนุษย์ SRA01-04 นี้มีโครงสร้างแอนติเจน T ขนาดใหญ่ของ SV40 ซึ่งช่วยให้สามารถทำการวิจัยเกี่ยวกับเลนส์ตาได้ การจัดประเภทนี้ใช้เฉพาะในเยอรมนีเท่านั้น และอาจแตกต่างออกไปในประเทศอื่น
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

Protein
expression

การรวมตัวทางพันธุกรรม: วิธี=การถ่ายโอนยีน; ยีน=UniProtKB; P03070; แอนติเจน T ขนาดใหญ่ของ SV40

Isoenzymes LD, NP

การจัดการ

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%

Fluid renewal 2 ครั้งต่อสัปดาห์

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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Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

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

การควบคุมคุณภาพและการวิเคราะห์ระดับโมเลกุล

Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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