
ข้อมูลทั่วไป

Description
HFF-1 เป็นสายพันธุ์เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศชายของมนุษย์ ซึ่งมักใช้เป็นชั้นอาหารเลี้ยงเซลล์สำหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นกำเนิดตัวอ่อนมนุษย์ (hESCs) และเซลล์ต้นกำเนิดพลูริโพเทนท์เหนี่ยวนำ (iPSCs) เซลล์ HFF-1 ซึ่งได้มาจากเนื้อเยื่อผิวหนังของทารกแรกเกิด ให้องค์ประกอบของเมทริกซ์นอกเซลล์ที่จำเป็นและหลั่งโมเลกุลสัญญาณสำคัญที่ส่งเสริมการยึดเกาะของ hESC และสนับสนุนสถานะพลูริโพเทนท์บางส่วนของเซลล์เหล่านี้ไฟโบรบลาสต์เหล่านี้ได้รับการประเมินการแสดงออกของปัจจัยการเจริญเติบโตที่สนับสนุนความเป็นพลูริโพเทนท์หลายชนิด รวมถึง TGFβ1, แอคทิวิน เอ และไฟโบรบลาสต์การเจริญเติบโตแฟคเตอร์ 2 (FGF-2) แม้ว่าประสิทธิภาพของพวกมันในฐานะเซลล์ฟีดเดอร์อาจแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับสายพันธุ์และสภาพการเพาะเลี้ยงเฉพาะ

ในการศึกษาเปรียบเทียบ พบว่าเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของหนังหุ้มปลายองคชาตมนุษย์ เช่น HFF-1 ผลิต FGF-2 และ activin A ในระดับที่สามารถตรวจพบได้ แม้ว่าการผลิตของเซลล์เหล่านี้จะต่ำกว่าที่พบในเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของตัวอ่อนหนูก็ตามเซลล์ HFF-1 ยังแสดงออกของ BMP-4 mRNA และโปรตีน แม้ว่าปริมาณ BMP-4 ไดเมอร์ที่ถูกหลั่งออกมาจะอยู่ในระดับต่ำมากและมักไม่สามารถตรวจพบได้ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผ่านการปรับสภาพแล้ว ซึ่งน่าจะเกิดจากการกักเก็บภายในเซลล์หรือการยับยั้งโดย gremlinที่สำคัญ การหลั่งของปัจจัยการเจริญเติบโตโดย HFF-1 ถูกปรับโดยกระบวนการยับยั้งการแบ่งเซลล์ (เช่น การรักษาด้วย mitomycin C) และองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเซลล์ (เช่น KnockOut Serum
Replacement เทียบกับ fetal bovine serum)ความสามารถของเซลล์ HFF-1 ในการสนับสนุนการเจริญเติบโตของ hESC ที่ยังไม่แยกตัวสัมพันธ์กับการหลั่ง activin A และ TGFβ1 ของเซลล์เหล่านี้ แม้ว่า การเสริม activin A จากภายนอกสามารถปรับปรุงการรักษาตัวบ่งชี้ pluripotency เช่น SSEA3 เมื่อเซลล์เหล่านี้ถูกใช้เป็นเซลล์ฟีดเดอร์

โดยรวมแล้ว HFF-1 ทำหน้าที่เป็นแบบจำลองเซลล์ป้อนอาหารที่ได้จากมนุษย์ซึ่งมีประโยชน์สำหรับระบบเพาะเลี้ยงเซลล์ต้นกำเนิดที่มุ่งลดส่วนประกอบจากสัตว์ อย่างไรก็ตาม ความสามารถในการรักษาการเพาะเลี้ยง hESC ที่ไม่ถูกแยกตัวในระยะยาวนั้นโดยทั่วไปถือว่ามีความทนทานน้อยกว่าเซลล์ป้อนอาหารที่ได้จากหนู เว้นแต่จะรวมกับการเสริมปัจจัยการเจริญเติบโตเฉพาะ อย่างไรก็ตาม ต้นกำเนิดจากมนุษย์ทำให้เซลล์เหล่านี้มีความน่าสนใจเป็นพิเศษสำหรับการประยุกต์ใช้เซลล์ต้นกำเนิดในทางคลินิกและการแปลผลซึ่งสภาวะที่ปราศจากสิ่งแปลกปลอมเป็นสิ่งจำเป็น

Organism มนุษย์

Tissue หนังหุ้มปลาย, ผิวหนัง

Synonyms HFF1

ลักษณะ

Age <1 เดือน

Gender ชาย

Morphology ไฟโบรบลาสต์

Cell type ไฟโบรบลาสต์ของหนังหุ้มปลายอวัยวะเพศ

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation HFF-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305790)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3285

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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Mutational
profile

การแปล: "การแปล"

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 15%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Fluid renewal 2 ถึง 3 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

Flask Coating
สำหรับการยึดเกาะและการมีชีวิตที่ดีที่สุดหลังการละลาย เราแนะนำให้ใช้ขวดหรือจานเคลือบคอลลาเจน
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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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