
ข้อมูลทั่วไป

Description
MH7A เป็นสายเซลล์ไฟโบรบลาสต์ซินโนเวียลของมนุษย์ที่ได้รับการทำให้เป็นเซลล์อมตะผ่านการแสดงออกอย่างคงที่ของแอนติเจน T ขนาดใหญ่ของ SV40 ซึ่งถูกสร้างขึ้นจากเนื้อเยื่อซินโนเวียลของผู้ป่วยหญิงชาวญี่ปุ่น MH7A ซึ่งจดทะเบียนใน Cellosaurus ด้วยรหัส CVCL_0427 เติบโตในรูปแบบการเพาะเลี้ยงแบบติดพื้นผิว (adherent culture) ด้วยรูปร่างคล้ายไฟโบรบลาสต์ และรักษาลักษณะการทำงานสำคัญของไฟโบรบลาสต์เยื่อหุ้มข้อในโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ (RASFs) รวมถึงการตอบสนองต่อไซโตไคน์ที่ก่อให้เกิดการอักเสบ (IL-1β, TNF-α), การแสดงออกของเมทริกซ์เมทัลโลโปรตีเนส (MMPs), และความสามารถในการบุกรุกเข้าสู่เมทริกซ์กระดูกอ่อน เป็นหนึ่งในแบบจำลองในหลอดทดลองที่นิยมใช้มากที่สุดสำหรับการศึกษาชีววิทยาของเซลล์เยื่อหุ้มข้อและกลไกการเกิดโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์

MH7A สามารถนำไปใช้ในวิจัยโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ การกระตุ้นเซลล์ซินโอเวียไซต์ การควบคุม MMP และ TIMP การส่งสัญญาณไซโตไคน์ (NF-κB, JAK-STAT, MAPK) การประเมินยาต้านรูมาตอยด์ (DMARDs, ยาชีวภาพ, ยับยั้ง JAK) และแบบจำลองการเพาะเลี้ยงร่วมสำหรับการทำลายข้อ สายเซลล์นี้ให้แบบจำลองเซลล์ซินโนเวียไซต์ของโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์ที่มีความสม่ำเสมอและสามารถทำซ้ำได้ ซึ่งช่วยหลีกเลี่ยงความแปรปรวนและความจำกัดในการหาเซลล์ RASF ที่ได้จากผู้ป่วยโดยตรง

Organism มนุษย์

Tissue เยื่อหุ้มข้อ

Disease เซลล์ไฟโบรบลาสต์ในเยื่อหุ้มข้อ (ที่ถูกทำให้เป็นเซลล์อมตะด้วย SV40; เป็นแบบจำลองของเซลล์เยื่อหุ้มข้อในโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์)

Metastatic site ไม่เกี่ยวข้อง (แบบจำลองเซลล์ไฟโบรบลาสต์ของเยื่อหุ้มข้อที่ไม่ก่อให้เกิดเนื้องอก)

Applications การวิจัยเกี่ยวกับโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์; การกระตุ้นเซลล์ซินโนเวียไซต์; การควบคุม MMP/TIMP; การส่งสัญญาณ NF-κB/JAK-STAT/MAPK; การประเมินยาต้านโรคข้ออักเสบรูมาตอยด์; แบบจำลองการเพาะเลี้ยงร่วมเพื่อศึกษาการทำลายข้อ; การส่งสัญญาณไซโตไคน์

ลักษณะ

Age อายุไม่ระบุ

Gender เพศหญิง

Ethnicity ญี่ปุ่น

Morphology คล้ายไฟโบรบลาสต์

Cell type เซลล์ซินโนวิโอไซต์ที่คล้ายไฟโบรบลาสต์

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation MH7A (หมายเลขในแคตตาล็อก Cytion 305036)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0427
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GMO Status GMO-S1: MH7A ได้รับการทำให้เป็นเซลล์อมตะโดยการรวมตัวที่มั่นคงของแอนติเจน T ขนาดใหญ่ของ SV40 การจัดประเภทนี้ใช้เฉพาะในเยอรมนีเท่านั้น และอาจแตกต่างออกไปในประเทศอื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล

การจัดการ

Culture
Medium

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

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

Accutase, 5 นาที, 37°C

Doubling time ประมาณ 24 ถึง 36 ชั่วโมง

Subculturing เทสื่อออก ล้างด้วย PBS ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม ราดด้วยทริปซิน 0.25% วางไว้ในอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 3–5 นาที ผสมกลับเข้ากับสื่อ ปั่นเหวี่ยงที่ 300×g เป็นเวลา 3 นาที เทส่วนน้ำด้านบนทิ้ง แล้วเพาะใหม่

Split ratio 1 : 8 แบ่งส่วน

Seeding
density

1 ถึง 3 × 104 เซลล์/ซม.

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

Post-Thaw
Recovery

หลังจากละลายน้ำแข็งแล้ว ให้ใส่เซลล์ลงในจานเพาะเลี้ยงที่ความหนาแน่น 2 ถึง 5 x 104 เซลล์/ซม.2 และปล่อยให้เซลล์ฟื้นตัวจากกระบวนการแช่แข็งและยึดเกาะกับพื้นผิวเป็นเวลาอย่างน้อย 24 ชั่วโมง

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

การควบคุมคุณภาพและการวิเคราะห์ระดับโมเลกุล
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