
ข้อมูลทั่วไป

Description
661W เป็นสายเซลล์ที่มาจากเซลล์รับแสงกรวยของหนู ซึ่งถูกสร้างขึ้นครั้งแรกจากเนื้องอกในจอประสาทตาที่เกิดขึ้นในหนูดัดแปลงพันธุกรรมที่แสดงออกของแอนติเจน T ขนาดใหญ่ของไวรัสลิงซิมแปนซี 40 (SV40) ภายใต้การควบคุมของโปรโมเตอร์โปรตีนจับเรตินอยด์ระหว่างเซลล์รับแสงของมนุษย์ (IRBP) เซลล์ไลน์นี้ถูกสร้างขึ้นจากเนื้อเยื่อจอประสาทตาที่แยกออกมาหลังคลอด และเป็นตัวแทนของเซลล์ต้นกำเนิดของเซลล์รับแสงชนิดกรวยที่คงสภาพอยู่ได้ 661W แสดงการเจริญเติบโตแบบเกาะติดและได้รับการเลี้ยงดูเป็นประจำในอาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbecco's modified Eagle medium ที่เติมเซรั่มจากเลือดลูกวัวในครรภ์ ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงมาตรฐาน เซลล์เหล่านี้ถูกนำมาใช้กันอย่างแพร่หลายเป็นแบบจำลองในหลอดทดลองของเซลล์รับแสงชนิดกรวย โดยเฉพาะในงานวิจัยเกี่ยวกับความเสียหายที่เกิดจากแสง ความเครียดออกซิเดชัน การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส และกลไกการเสื่อมของจอประสาทตา

การวิเคราะห์ลักษณะทางโมเลกุลและทรานสคริปโตมิคยืนยันว่าเซลล์ 661W แสดงออกของเครื่องหมายส่วนใหญ่ของเซลล์รับแสงกรวย รวมถึงโคนออปซินและยีนที่เกี่ยวข้องกับการถ่ายทอดสัญญาณแสง การศึกษาด้วยภาพความละเอียดสูงแสดงให้เห็นว่าเซลล์เหล่านี้สร้างซิเลียหลักที่มีลักษณะโครงสร้างคล้ายกับซิเลียเชื่อมต่อของเซลล์รับแสงและส่วนนอก การวิเคราะห์ทางอิมมูโนไซโตเคมีและโครงสร้างระดับจุลภาคเผยให้เห็นการกระจายตัวของโปรตีนซิเลียไปยังแกนกลางซิเลีย เยื่อหุ้มเซลล์ และบริเวณเปลี่ยนผ่าน ซึ่งสนับสนุนประโยชน์ในการศึกษาโรคซิเลียในจอประสาทตา การศึกษาเชิงหน้าที่แสดงให้เห็นว่าการยับยั้งการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการขนส่งภายในแฟลเจลลัม เช่น Ift88 ด้วย siRNA ส่งผลให้เกิดการสูญเสียซิเลีย ซึ่งยืนยันว่าเซลล์ 661W เป็นระบบที่สามารถศึกษาเชิงกลไกของชีววิทยาซิเลียได้อย่างมีประสิทธิภาพ

เซลล์ 661W มีความไวสูงต่อความเครียดจากการออกซิเดชันด้วยแสง การสัมผัสกับแสงที่มองเห็นได้จะกระตุ้นการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสซึ่งเกี่ยวข้องกับการลดลงของกิจกรรม NF-κB และการกระตุ้นของเส้นทางแคสเปส การแสดงออกของโปรตีนต้านอะพอพโทซิส เช่น Bcl-2 ในปริมาณมากเกินไปจะก่อให้เกิดความต้านทานต่อการตายของเซลล์ที่เกิดจากแสง โดยยังคงรักษาการทำงานของ NF-κB ในนิวเคลียสและเพิ่มการอยู่รอดของเซลล์ คุณสมบัติเหล่านี้ทำให้ 661W เป็นแบบจำลองที่แข็งแกร่งสำหรับการวิเคราะห์เส้นทางโมเลกุลที่อยู่เบื้องหลังการเสื่อมของเซลล์รับแสง สิ่งสำคัญที่ควรทราบคือ สายพันธุ์ 661W ยังถูกพบว่ามีส่วนเกี่ยวข้องกับเหตุการณ์การระบุสายพันธุ์เซลล์ผิดพลาดในอดีต รวมถึงการปนเปื้อนข้ามกับสายพันธุ์ RGC-5 ซึ่งเน้นย้ำถึงความจำเป็นในการตรวจสอบความถูกต้องอย่างเข้มงวดเมื่อใช้โมเดลนี้ โดยรวมแล้ว สายพันธุ์ 661W ให้แพลตฟอร์มเซลล์รับแสงกรวยของหนูที่มีลักษณะเฉพาะอย่างดีสำหรับการศึกษาการเสื่อมของจอประสาทตา การตอบสนองต่อความเครียดออกซิเดชัน การทำงานของซิเลีย และการแทรกแซงทางบำบัดที่มุ่งเป้าไปที่การอยู่รอดของเซลล์รับแสงกรวย

Organism เมาส์

Tissue ตา, จอประสาทตา

Synonyms 661w, 661 วัตต์

ลักษณะ

Age อายุไม่ระบุ

Gender ชาย

Cell type เซลล์กรวยจอตา

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation 661W (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305889)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_6240

ข้อมูลชีวโมเลกุล

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 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Doubling time ประมาณ 24 ชั่วโมง

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ

Thawing and
Culturing Cells 1. ยืนยันว่าขวดยังคงแช่แข็งอย่างสมบูรณ์เมื่อได้รับสินค้า เนื่องจากเซลล์ถูกจัดส่งบนน้ำแข็งแห้งเพื่อรักษาอุณหภูมิที่เหมาะสมระหว่างการขนส่ง

2. เมื่อได้รับแล้ว ให้เก็บ cryovial ทันทีที่อุณหภูมิต่ำกว่า -150 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาความสมบูรณ์ของเซลล์ หรือดำเนินการตามขั้นตอนที่ 3 หากจำเป็นต้องเพาะเลี้ยงทันที

3. สำหรับการเพาะเลี้ยงทันที ให้ละลายน้ำแข็งในหลอดอย่างรวดเร็วโดยแช่หลอดในอ่างน้ำที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมน้ำสะอาดและสารต้านจุลชีพ คนเบา ๆ เป็นเวลา 40-60 วินาที จนเหลือเพียงก้อนน้ำแข็งขนาดเล็ก

4. ดำเนินการขั้นตอนต่อไปทั้งหมดภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้ลมไหล โดยฆ่าเชื้อขวดแช่แข็งด้วยแอลกอฮอล์ 70% ก่อนเปิด

5. เปิดขวดยาฆ่าเชื้ออย่างระมัดระวัง และถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 8 มิลลิลิตร โดยผสมอย่างเบามือ

6. ปั่นเหวี่ยงส่วนผสมที่ความเร็ว 200 x g เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทส่วนใสที่ลอยอยู่ด้านบนซึ่งมีสารละลายแช่แข็งออกอย่างระมัดระวัง

7. ปฏิบัติตามขั้นตอนที่อธิบายไว้ภายใต้หัวข้อการฟื้นฟูหลังการละลาย

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

การควบคุมคุณภาพ / โปรไฟล์ทางพันธุกรรม / HLA
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