
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ไลน์ TMD8 เป็นโมเดลมะเร็งต่อมน้ำเหลืองชนิดแพร่กระจายขนาดใหญ่ชนิดบีเซลล์ (DLBCL) ในมนุษย์ที่เป็นตัวแทนของชนิดย่อยแบบคล้ายเซลล์บีที่กระตุ้น (ABC) ชนิดย่อยนี้มีลักษณะเด่นคือการกระตุ้นอย่างต่อเนื่องของเส้นทาง NF-κB ซึ่งมีความสำคัญต่อการอยู่รอดของเซลล์TMD8 แสดงลักษณะของ CARD11 แบบปกติ แต่ยังคงรักษาการทำงานของ NF-κB ได้อย่างแข็งแกร่ง ซึ่งบ่งชี้ถึงการพึ่งพาการส่งสัญญาณจากตัวรับ B-cell (BCR) ที่ทำงานอย่างต่อเนื่องและเรื้อรัง การพึ่งพานี้ได้รับการสนับสนุนจากหลักฐานเชิงทดลองที่แสดงให้เห็นว่าการยับยั้งส่วนประกอบของเส้นทาง BCR—รวมถึง BTK, CD79A, CD79B และ IgM—นำไปสู่การตายของเซลล์ในเซลล์ TMD8นอกจากนี้ TMD8 ยังมีการกลายพันธุ์
Y196H ในโดเมน ITAM ของ CD79B ซึ่งเป็นการกลายพันธุ์ที่พบได้บ่อยใน ABC-DLBCLs ที่ช่วยเพิ่มการแสดงออกของ BCR บนพื้นผิวและลดการตอบสนองเชิงลบจาก Lyn kinase ส่งผลให้มีการส่งสัญญาณอย่างต่อเนื่อง

เซลล์ TMD8 ยังแสดงให้เห็นถึงความไวที่น่าสังเกตต่อการยับยั้ง BCL-2 ผ่านเวเนทอกแลกซ์เมื่อมีการแสดงออกของโปรตีน BCL-2 ในระดับสูงอย่างไรก็ตาม การต้านทานต่อเวเนโทคลักซ์ในเซลล์ดังกล่าวสามารถถูกควบคุมได้โดยการกระตุ้นเส้นทาง PI3K/AKT โดยเฉพาะอย่างยิ่งหลังจากการได้รับยาเป็นเวลานาน กลไกการต้านทานนี้เกี่ยวข้องกับการลดลงของการแสดงออกของ PTEN และการเพิ่มขึ้นของการฟอสโฟรีเลชันของ AKT เซลล์ TMD8 ที่เกิดการต้านทานต่อเวเนโทคลักซ์แสดงถึงความไวที่เพิ่มขึ้นต่อการยับยั้งทางเภสัชวิทยาของเส้นทาง PI3K/AKT ทำให้เป็นแบบจำลองที่เหมาะสมสำหรับการศึกษาการผสมผสานการรักษาที่มุ่งเอาชนะการต้านทานในมะเร็งต่อมน้ำเหลืองชนิดบีเซลล์ที่ก้าวร้าว

Organism มนุษย์

Tissue ไขกระดูก

Disease มะเร็งต่อมน้ำเหลืองชนิดบีเซลล์ขนาดใหญ่แบบกระจายชนิดบีเซลล์ที่มีการกระตุ้น

Synonyms TMD-8, มหาวิทยาลัยการแพทย์และทันตกรรมโตเกียว 8

ลักษณะ

Age 62 ปี

Gender ชาย

Ethnicity ญี่ปุ่น

Growth
properties

การระงับ

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation TMD8 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305729)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A442

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Mutational
profile

การกลายพันธุ์: CD79B, ชนิดง่าย, p.Tyr196His (c.586T>C), ชนิดเฮเทอโรไซโกต, M ปีD88, ชนิดง่าย, p.Leu252Pro (c.755T>C) (L265P), ชนิดเฮเทอโรไซโกต
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การจัดการ

Culture
Medium

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

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Doubling time ประมาณ 30 ชั่วโมง

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
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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