
ข้อมูลทั่วไป

Description
ข้อจำกัดความรับผิดชอบ: ราคาที่แสดงสำหรับเซลล์ไลน์เป็นราคาสำหรับลูกค้าในสถาบันการศึกษา/ไม่แสวงหาผลกำไรเท่านั้น สำหรับหน่วยงานเชิงพาณิชย์ ราคาจะอยู่ที่ประมาณ €6,250
หากคุณเป็นตัวแทนของหน่วยงานเชิงพาณิชย์หรือไม่แน่ใจว่าอยู่ในหมวดหมู่ใด กรุณา ติดต่อเรา

เซลล์ HEK293-VEGFR2 เป็นเซลล์ไตของมนุษย์ในระยะตัวอ่อน 293 (HEK293) ที่ถูกดัดแปลงให้แสดงออกอย่างคงที่ของตัวรับปัจจัยการเจริญเติบโตของหลอดเลือดชนิดที่ 2 ของมนุษย์ (VEGFR2/KDR/Flk-1) ซึ่งเป็นไทโรซีนไคเนสตัวรับสัญญาณที่ทำหน้าที่เป็นตัวกลางหลักในการส่งสัญญาณการเกิดหลอดเลือดใหม่ที่ถูกกระตุ้นโดย VEGF VEGFR2 แสดงออกเป็นหลักบนเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือดและมีบทบาทสำคัญในการพัฒนาหลอดเลือด การเพิ่มจำนวนของเซลล์เยื่อบุผนังหลอดเลือด การเคลื่อนที่ การซึมผ่าน และการอยู่รอดของเซลล์ผ่านการกระตุ้นเส้นทางสัญญาณที่อยู่ถัดไป เช่น MAPK/ERK, PI3K/AKT, PLCγ และเส้นทางสัญญาณตระกูล SRC การทำงานที่ผิดปกติของสัญญาณ
VEGFR2 มีส่วนทำให้เกิดการสร้างหลอดเลือดใหม่ในเนื้องอก การปรับโครงสร้างหลอดเลือดในภาวะอักเสบ และการสร้างหลอดเลือดใหม่ในพยาธิสภาพ ทำให้ตัวรับนี้เป็นเป้าหมายสำคัญในการรักษาโรคมะเร็งและโรคหลอดเลือด

เซลล์ HEK293-VEGFR2 ถูกนำมาใช้อย่างแพร่หลายในงานวิจัยเกี่ยวกับการสร้างหลอดเลือดใหม่และการค้นคว้ายา เพื่อศึกษาลักษณะของแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนอลที่มุ่งเป้าไปที่ VEGFR2, ยับยั้งไทโรซีนไคเนส, กับดักลิแกนด์, แอนติบอดีชนิดสองเป้า และชีววัตถุที่ต่อต้านการสร้างหลอดเลือดใหม่ ระบบการแสดงออกของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ที่เสถียรนี้รองรับการประเมินเชิงปริมาณของการจับกับลิแกนด์ VEGF, การฟอสโฟรีเลชันของตัวรับ, การกระตุ้นสัญญาณในเส้นทาง, การนำตัวรับเข้าสู่ภายในเซลล์, และศักยภาพของสารยับยั้ง เซลล์เหล่านี้ยังถูกนำมาใช้อย่างแพร่หลายในงานทดสอบรีพอร์ตเตอร์, การศึกษาการจับโดยใช้โฟลไซโตเมทรี, การทดสอบกิจกรรมของไคเนส, และกระบวนการคัดกรองยาแบบความเข้มสูง เนื่องจากเซลล์ HEK293 รองรับการแสดงออกของโปรตีนรีคอมบิแนนท์ได้อย่างมีประสิทธิภาพและสามารถขยายจำนวนได้ดี จึงเป็นแพลตฟอร์มที่เชื่อถือได้สำหรับการพัฒนาการทดสอบ VEGFR2 มาตรฐานและการศึกษาเชิงกลไกของสัญญาณ

Organism มนุษย์

Tissue ไตของทารกในครรภ์

Disease เปลี่ยนแปลง/เป็นอมตะ; ไม่ก่อให้เกิดเนื้องอก (มีพื้นฐานจาก HEK293)

Applications การพัฒนาแอนติบอดีที่มุ่งเป้า VEGFR2 (อะนาล็อกของ ramucirumab); การวิจัยการสร้างหลอดเลือดใหม่; การทดสอบ ADCC/CDC; การวิเคราะห์ด้วยโฟลไซโตเมทรี; การคัดกรองการบำบัดต้านการสร้างหลอดเลือดใหม่; การวิจัยด้านมะเร็งวิทยาและจักษุวิทยา

Synonyms HEK293/VEGFR2

ลักษณะ

Age ทารกในครรภ์

Gender เพศหญิง

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Cell type เซลล์เยื่อบุผิว

Growth
properties

ชั้นเดียว, ติดแน่น

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation HEK293-VEGFR2 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305990)

Biosafety level 1
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NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_D7C3

GMO Status GMO-S1: สายพันธุ์เซลล์ HEK293 นี้มีโครงสร้างการแสดงออกของ VEGFR2 (KDR/FLK-1) สำหรับการศึกษาตัวรับปัจจัยการเจริญเติบโตของหลอดเลือดและพัฒนาการบำบัดต้านการสร้างหลอดเลือดใหม่ การจำแนกนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้นและอาจแตกต่างกันในที่อื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Receptors
expressed

VEGFR2

การจัดการ

Culture
Medium

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

Supplements เติมสารอาหารลงในอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%, โซเดียมไพรูเวต 1 มิลลิโมลาร์, HEPES 10 มิลลิโมลาร์, NEAA 1% ปริมาตรรวม 100% ให้เติม Geneticin (G418-Sulfat) จนได้ความเข้มข้นสุดท้าย 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

Dissociation
Reagent

ทริปซิน-เอดทีเอ

Doubling time ประมาณ 24-36 ชั่วโมง

Subculturing สำหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ที่เกาะติดแบบปกติ: ดูดสกัดน้ำเลี้ยงเก่าออกจากเซลล์ที่เกาะติด และล้างเซลล์ด้วย PBS เพื่อกำจัดน้ำเลี้ยงที่เหลืออยู่หลังจากดูด PBS ออกแล้ว ให้เติมสารละลาย Trypsin/EDTA ในปริมาณที่เหมาะสมตามขนาดของภาชนะเพาะเลี้ยง (เช่น 1 มล. สำหรับขวด T25, 3 มล. สำหรับขวด T75) และทำการบ่มที่อุณหภูมิห้องหรือ 37°C จนเซลล์หลุดออกจากผนัง (ประมาณ 5-10 นาที)สังเกตการหลุดของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และเคาะภาชนะเบา ๆ หากจำเป็นเพื่อปล่อยเซลล์ เมื่อเซลล์หลุดออกแล้ว ให้เติมอาหารเลี้ยงเซลล์แบบครบถ้วนเพื่อหยุดการทำงานของ Trypsin/EDTA คนเซลล์ให้กระจายตัวอย่างเบามือ แล้วแบ่งตัวอย่างเซลล์ที่แขวนลอยใส่ลงในภาชนะเพาะเลี้ยงใหม่ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์สด วางภาชนะในตู้อบที่ตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 37°Cพร้อมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% และเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 2-3 วัน

Split ratio 1 ถึง 5

Seeding
density

2 ถึง 4 x 104 เซลล์/ซม.

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

Post-Thaw
Recovery หลังจากละลายน้ำแข็งแล้ว ให้แบ่งเซลล์ในอัตราส่วน 1:2 ถึง 1:3 ลงในขวด T25 และปล่อยให้เซลล์ฟื้นตัวจากกระบวนการแช่แข็งและยึดเกาะอย่างน้อย 24 ชั่วโมง

สำหรับการยึดเกาะและการมีชีวิตรอดที่ดีที่สุดหลังการละลายเซลล์ เราแนะนำให้ใช้ขวดหรือจานเคลือบคอลลาเจนสำหรับการเพาะเลี้ยงเริ่มต้นหลังการฟื้นฟูจากภาวะแช่แข็ง การเคลือบคอลลาเจนไม่จำเป็นสำหรับการเพาะเลี้ยงตามปกติในครั้งถัดไป

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน (รวมถึง FBS) + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ หรือ CM-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 800100) ซึ่งรวมถึงสารป้องกันออสโมติกและสารรักษาเสถียรภาพเมตาบอลิซึมที่ได้รับการปรับให้เหมาะสมเพื่อเพิ่มการฟื้นตัวและลดความเครียดที่เกิดจากการแช่แข็ง
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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

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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