
ข้อมูลทั่วไป

Description
MDS-L เป็นสายเซลล์ที่พัฒนามาจากกลุ่มอาการไมอีลอยด์ดิสพลาสติก (MDS) ในมนุษย์ ซึ่งถูกสร้างขึ้นครั้งแรกจากสายเซลล์ MDS92 โดยสายเซลล์ MDS92 นี้เองก็ถูกพัฒนาต่อมาจากไขกระดูกของผู้ป่วย MDS ที่มีความผิดปกติของโครโมโซมแบบขาดหายไป (del(5q)) ในขณะที่ MDS92 ประกอบด้วยเซลล์ไมอีลอยด์ที่หลากหลายและอยู่ในระยะต่างๆ ของการแยกตัว MDS-L แสดงถึงสายย่อยแบบบลาสติกที่มีลักษณะสม่ำเสมอมากกว่า ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของเซลล์ต้นกำเนิดไมอีลอยด์ที่ยังไม่เจริญเต็มที่ MDS-L ยังคงพึ่งพา interleukin-3 (IL-3) สำหรับการเพิ่มจำนวนในหลอดทดลอง ซึ่งสะท้อนถึงความไวต่อไซโตไคน์ที่พบในเซลล์ต้นกำเนิด MDS ชนิดปฐมภูมิ สายพันธุ์นี้มีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมหลายประการ รวมถึงการกลายพันธุ์ TP53 แบบโฮโมไซโกัสและการกลายพันธุ์เพิ่มเติมใน NRAS และ
CEBPA การเปลี่ยนแปลงเหล่านี้สะท้อนถึงวิวัฒนาการของโคลนและศักยภาพในการเปลี่ยนแปลงเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาว ซึ่งเป็นลักษณะทั่วไปของ MDS ความเสี่ยงสูง

MDS-L ถูกนำมาใช้กันอย่างแพร่หลายเป็นแบบจำลองเพื่อศึกษาเชิงลึกกลไกระดับโมเลกุลที่อยู่เบื้องหลังการเกิดโรค MDS, การหยุดชะงักของการเปลี่ยนแปลงทางเซลล์, และการต้านทานต่อการรักษา หนึ่งในผลการค้นพบที่สำคัญจากการใช้ MDS-L คือการสาธิตให้เห็นว่าการบังคับให้แสดงออกของตัวรับของปัจจัยกระตุ้นการสร้างโคโลนีของเม็ดเลือดขาวชนิดแกรนูโลไซต์ (G-CSFR) ผ่านการถ่ายทอดทางรีโทรไวรัสสามารถทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางเซลล์เป็นแกรนูโลไซต์ได้เมื่อได้รับการกระตุ้นจาก G-CSF สิ่งนี้ได้รับการยืนยันโดยการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยา การเพิ่มขึ้นของการแสดงออกของ CD11b และกิจกรรมการลดไนโตรบลูเตตราโซเลียม (NBT) ที่เพิ่มขึ้น ซึ่งบ่งชี้ถึงการเจริญเติบโตของแกรนูโลไซต์ขั้นสุดท้าย ผลลัพธ์เหล่านี้เผยให้เห็นถึงความสามารถภายในของ MDS-L ในการแยกตัวหากมีการฟื้นฟูส่วนประกอบสัญญาณที่เหมาะสม ซึ่งให้ข้อมูลเชิงลึกเกี่ยวกับแนวทางการบำบัดด้วยยีนที่อาจมุ่งเป้าไปที่ข้อบกพร่องในการแยกตัวใน MDS

นอกเหนือจากการศึกษาทางพันธุกรรมและการทำงานแล้ว MDS-L ยังมีบทบาทสำคัญในการอธิบายลักษณะของบทบาทของการดัดแปลงฮิสโตนในความก้าวหน้าของโรค ที่น่าสังเกตคือ การกลายพันธุ์ของฮิสโตน H3-K27M ซึ่งมักเกี่ยวข้องกับเนื้องอกในสมองของเด็กแต่พบได้น้อยในมะเร็งทางโลหิตวิทยา ถูกระบุใน MDS-L และพบว่ายับยั้งการเมทิลเลชันของฮิสโตนที่เกิดจาก EZH2 การเปลี่ยนแปลงทางอีพิเจเนติกนี้นำไปสู่การลดลงอย่างแพร่หลายของการเมทิลเลชันของ H3-K27 และเชื่อมโยงกับการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนกดการเจริญเติบโตของเนื้องอก เช่น p16 สายย่อยของ MDS-L ที่มีหรือไม่มีกลายพันธุ์นี้ ซึ่งได้มาผ่านสภาวะการเพาะเลี้ยง IL-3 ที่แตกต่างกัน ได้เปิดโอกาสให้ศึกษาความหลากหลายทางอีพิเจเนติกภายใน MDS และผลกระทบต่อการเจริญเติบโตที่ขึ้นกับ IL-3 และการตอบสนองต่อการรักษา คุณสมบัติเฉพาะเหล่านี้ทำให้ MDS-L เป็นแบบจำลองที่มีประสิทธิภาพทั้งในหลอดทดลองและในสิ่งมีชีวิตสำหรับการศึกษาวิวัฒนาการระดับโมเลกุลและการกำหนดเป้าหมายการรักษาของ MDS และการเปลี่ยนแปลงเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาวเฉียบพลันชนิดไมอีลอยด์

Organism มนุษย์

Tissue ไขกระดูก

Disease กลุ่มอาการไมอีโลดิสพลาสติก

Synonyms เอ็มดีเอสแอล

ลักษณะ

Age 52 ปี

Gender ชาย

Ethnicity ญี่ปุ่น

Growth
properties

การระงับ

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation MDS-L (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305826)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A8QV

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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Mutational
profile

การกลายพันธุ์: CEBPA, ง่าย, p.Gln311Ter (c.931C>T), Heterozygous, H3C3, ง่าย, p.Lys28Met (c.83A>T), Heterozygous, NRAS, ง่าย, p.Gly12Ala
(c.35G>C), Heterozygous, TP53, Simple, c.672+1G>A, Homozygous, Note=Splice donor mutation

การจัดการ

Culture
Medium

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

Supplements เติมสารอาหารในอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10% และ IL-3 ชนิดรีคอมบิแนนท์จากมนุษย์ 20 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร

Dissociation
Reagent

ไม่มี

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

Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า
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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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