
ข้อมูลทั่วไป

Description
MR1 เป็นสายพันธุ์เซลล์ไฮบริโดมาที่ได้จากการรวมเซลล์ตับอ่อนกับเซลล์ไมอีโลมา NS-1 หลังจากการสร้างภูมิคุ้มกันในสัตว์ด้วยเซลล์ T ของหนู โดยเฉพาะอย่างยิ่งชนิดย่อย Th1 เซลล์เหล่านี้แสดงออกของอิมมูโนโกลบูลิน โดยเฉพาะแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนอลที่มุ่งเป้าไปที่ลิแกนด์ CD40 ของหนู (CD154 หรือที่รู้จักในชื่อ gp39 หรือ CD40L)ไอโซไทป์ของแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนอลที่ผลิตได้คือ IgG CD154 เป็นโมเลกุลสำคัญที่มีบทบาทในการปฏิสัมพันธ์ของเซลล์ T โดยเฉพาะในการกระตุ้นเซลล์ B เนื่องจากการจับกับ CD40 บนเซลล์ B มีความจำเป็นต่อการเพิ่มจำนวน การเปลี่ยนแปลงลักษณะ และการผลิตอิมมูโนโกลบูลินของเซลล์ B การจับกันนี้ยังส่งผลต่อการกระตุ้นร่วมของเซลล์ T และการผลิตไซโตไคน์ ทำให้ CD154 เป็นเป้าหมายสำคัญสำหรับการแทรกแซงทางบำบัดในการปรับสมดุลภูมิคุ้มกัน

แอนติบอดีที่ได้จาก MR1 มีเป้าหมายเฉพาะและยับยั้งการปฏิสัมพันธ์ระหว่าง CD154 และ CD40 ซึ่งมีความสำคัญทางการรักษาในปฏิกิริยาภูมิคุ้มกันต่าง ๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง แอนติบอดีต่อต้าน CD154 ได้ถูกนำมาใช้เพื่อกระตุ้นให้เซลล์ T ไม่ตอบสนองต่ออวัยวะที่ปลูกถ่ายในกระบวนการปลูกถ่ายอวัยวะ โดยการยับยั้งการปฏิสัมพันธ์ระหว่าง CD154 และ CD40 แอนติบอดี MR1 จะยับยั้งการกระตุ้นเซลล์ T และการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันที่เกี่ยวข้อง ส่งเสริมให้เกิดภาวะการทนต่อสิ่งแปลกปลอมกลยุทธ์นี้มีคุณค่าอย่างยิ่งในการป้องกันการปฏิเสธอวัยวะในผู้รับการปลูกถ่าย เนื่องจากช่วยให้อวัยวะที่ปลูกถ่ายมีชีวิตรอดในระยะยาวโดยไม่จำเป็นต้องใช้ยากดภูมิคุ้มกันทั่วร่างกาย ซึ่งอาจก่อให้เกิดผลข้างเคียงอย่างกว้างขวาง ในแบบจำลองการทดลอง แอนติบอดี MR1 ได้แสดงให้เห็นความสามารถในการยืดอายุการอยู่รอดของเกาะตับอ่อนที่ปลูกถ่าย ซึ่งมีความสำคัญอย่างยิ่งในการรักษาโรคเบาหวานผ่านการปลูกถ่ายเกาะตับอ่อน

แอนติบอดี MR1 ยังถูกนำมาใช้ในการวิจัยที่เกี่ยวข้องกับโรคภูมิคุ้มกันทำลายตนเอง ซึ่งการกระตุ้นเซลล์ T และเซลล์ B อย่างไม่เหมาะสมผ่านปฏิสัมพันธ์ระหว่าง CD40-CD154 มีบทบาทสำคัญ การยับยั้งปฏิสัมพันธ์เหล่านี้ด้วยแอนติบอดี MR1 สามารถช่วยปรับการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน ทำให้เป็นทางเลือกที่มีศักยภาพสำหรับการประยุกต์ใช้ในทางการรักษาที่นอกเหนือจากการปลูกถ่ายอวัยวะ รวมถึงในสภาวะโรคภูมิคุ้มกันทำลายตนเองและความผิดปกติของการเพิ่มจำนวนของเซลล์เม็ดเลือดขาวบางชนิดงานวิจัยและเอกสารสิทธิบัตรได้สำรวจการใช้ MR1 ในหลากหลายการประยุกต์ใช้ ซึ่งเน้นย้ำถึงความสำคัญในด้านการควบคุมภูมิคุ้มกันและการพัฒนาแอนติบอดีเพื่อการรักษา

Organism เซลล์สัตว์

ลักษณะ

Morphology ลิมโฟบลาสต์

Growth
properties

การระงับ

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation MR1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305000)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10090/10032

CellosaurusAccession CVCL_8964

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Protein
expression

อิมมูโนโกลบูลิน, โมโนโคลนอลแอนติบอดี, ต่อต้านเมาส์ CD40 ลิแกนด์ (CD154, CD40L, gp39)

การจัดการ

Culture
Medium

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

Supplements เติมสารอาหารเสริมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%, 2-mercaptoethanol 0.05 mM

Subculturing ค่อยๆ ปรับให้เซลล์ในขวดมีความสม่ำเสมอโดยการดูดและปล่อยขึ้นลง จากนั้นนำตัวอย่างที่เป็นตัวแทนมาเพื่อกำหนดความหนาแน่นของเซลล์ต่อมิลลิลิตร เจือจางสารแขวนลอยให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์ 1 x 105 เซลล์/มิลลิลิตร ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ และแบ่งสารแขวนลอยที่ปรับแล้วใส่ขวดใหม่สำหรับการเพาะเลี้ยงต่อไป
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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

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
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Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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