
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ BeWo ซึ่งเป็นสายพันธุ์เซลล์ที่สกัดมาจากมะเร็งชนิดร้ายแรงของรกของทารกเพศชายในครรภ์ ได้กลายเป็นแบบจำลองที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในห้องปฏิบัติการสำหรับการศึกษาเกี่ยวกับรก

การหลอมรวมเซลล์ระหว่างเซลล์ในระยะซินซิเทียมของโทโพรบลาสต์มนุษย์ระหว่างการพัฒนาของรก เป็นหนึ่งในเหตุการณ์ที่สำคัญที่สุดแต่ยังเป็นที่เข้าใจน้อยที่สุด เนื่องจากความยากลำบากในการศึกษาขั้นตอนนี้ในรกในร่างกายจริง จึงมีการใช้เซลล์ BeWo เป็นแบบจำลองการเพาะเลี้ยงเซลล์เพื่อจำลองการเกิดซินซิเทียมของโทโพรบลาสต์ของวิลลัสในรกในร่างกายจริง

เซลล์เหล่านี้แสดงลักษณะคล้ายเยื่อบุผิวและยึดติดกันได้ดี ซับโคลน b30 ของเซลล์ BeWo มีประโยชน์เป็นพิเศษสำหรับการศึกษาการดูดซึมและการขนส่งสารอาหาร เนื่องจากมีการเจริญเติบโตหนาแน่นบนเยื่อกั้นที่ซึมผ่านได้

CK 7 และ E-cadherin เป็นตัวบ่งชี้ระดับโมเลกุลที่แสดงออกโดยเซลล์ BeWo ส่วน VE-cadherin พบในเซลล์ BeWo และมีการเพิ่มขึ้นเมื่อได้รับการรักษาด้วยฟอร์สโคลิน นอกจากนี้เซลล์ยังแสดงเคราตินและมีผลบวกต่อ G6PD, B isoenzymeลักษณะทางโครโมโซมของเซลล์ BeWo คือ จำนวนแบบโมดอล = 86 โดยมีช่วงตั้งแต่ 71 ถึง 178 และหมายเลขสายพันธุ์ต้นกำเนิดคือ hypotetraploid.

คาริโอไทป์มีความเสถียรค่อนข้างคงที่ภายในจำนวนสเต็มไลน์ เซลล์ BeWo ผลิตฮอร์โมนหลายชนิด รวมถึงฮอร์โมนที่เรียกว่าฮอร์โมนโคริออนิกโกนาโดโทรปินของมนุษย์ (hCG) ฮอร์โมนโคริออนิกโซมาโตแมมมาโทรปินของมนุษย์ (ฮอร์โมนแลคโตเจนของรก) และฮอร์โมนสเตียรอยด์ในรูปแบบของเอสโตรน เอสทริออล และเอสตราไดออล

อย่างไรก็ตาม ระดับของ β-hCG และเอสตราไดออลที่ถูกหลั่งโดยเซลล์ BeWo นั้นต่ำกว่าที่ถูกหลั่งโดยเซลล์สายพันธุ์อื่นที่มาจากมะเร็งรกเช่น JEG-3 เมื่อได้รับการรักษาด้วย Forskolin การหลั่ง β-hCG ในเซลล์ BeWo จะเพิ่มขึ้นถึงระดับที่คล้ายกับที่สังเกตได้ในเซลล์สายพันธุ์อื่นที่มาจากมะเร็งรกนอกจากนี้ การรักษาด้วยฟอร์สโคลินยังเพิ่มระดับโปรเจสเตอโรนที่ถูกหลั่งโดยเซลล์ BeWo อีกด้วย

โดยสรุป เซลล์ BeWo เป็นแบบจำลองในหลอดทดลองที่ใช้กันอย่างแพร่หลายสำหรับการศึกษาการพัฒนาของรกและกระบวนการซินซิเชียลของโทโกรบลาสต์ในมนุษย์ เซลล์เหล่านี้แสดงลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว แสดงออกของตัวบ่งชี้โมเลกุลต่างๆ และหลั่งฮอร์โมนหลายชนิด รวมถึง hCG, placental lactogen และฮอร์โมนสเตียรอยด์ โดยรวมแล้ว เซลล์ BeWo เป็นเครื่องมือที่มีคุณค่าสำหรับการศึกษาความซับซ้อนของกระบวนการที่เกี่ยวข้องในการพัฒนาของรก

Organism มนุษย์

Tissue รก

Disease โคริโอคาร์ซิโนมา

Metastatic site สมอง

Synonyms บี-โว, บี-โว, บี-โว

ลักษณะ

Age ทารกในครรภ์

Gender ชาย

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation BEWO (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300123)

Biosafety level 1
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NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0044

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Isoenzymes จี6พีดี, บี

Virus
susceptibility

โปลิโอไวรัส 3, โรคปากและเท้าเปื่อย (อินเดียนา)

Reverse
transcriptase

เชิงลบ

Products โปรเจสเตอโรน, ฮอร์โมนโคริออนิกซอมโตมาแมมโมโทรปินของมนุษย์ (แลคโตเจนจากรก), เอสโตรเจน, เอสทรอน, เอสทริออล, เอสตราไดออล, เคราติน

การจัดการ

Culture
Medium

Ham's F12K Medium, w: 2.0 mM L-Glutamine, w: 2.0 mM Sodium pyruvate, w: 2.5 g/L NaHCO3 (หมายเลขบทความ Cytion 820608a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Subculturing นำอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกจากเซลล์ที่เกาะติดและล้างด้วย PBS ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม สำหรับขวด T25 ให้ใช้ PBS 3-5 มล. และสำหรับขวด T75 ให้ใช้ 5-10 มล. จากนั้นปิดเซลล์ให้มิดด้วย Accutase โดยใช้ 1-2 มล. สำหรับขวด T25 และ 2.5 มล. สำหรับขวด T75ปล่อยให้เซลล์บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 8-10 นาทีเพื่อให้เซลล์หลุดออกจากกัน หลังจากบ่มแล้ว ให้ผสมเซลล์เบา ๆ กับอาหารเลี้ยงเซลล์ 10 มิลลิลิตรเพื่อทำให้เซลล์แขวนลอยอีกครั้ง จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ 300 เท่าของแรงโน้มถ่วงโลก (300xg) เป็นเวลา 3 นาที เทส่วนใสที่ได้ทิ้งไป แล้วแขวนลอยเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ จากนั้นถ่ายเซลล์ไปยังขวดเพาะเลี้ยงใหม่ที่เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ไว้แล้ว

Seeding
density

แนะนำให้ใช้ความหนาแน่นในการเพาะเลี้ยงที่ 1 x 104 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

Post-Thaw
Recovery

หลังจากละลายน้ำแข็งแล้ว ให้เพาะเซลล์ในจานเพาะเลี้ยงที่ความหนาแน่น 5 x 104 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร 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

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

Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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อัลลีลของ HLA A*: '01:01:01, '11:01:01
B*: '08:13, '35:01:01
C*: '04:01:01, '07:01:01
DRB1*: '01:03:01, '03:01:01
DQA1*: '01:01:01, '05:01:01
DQB1*: '02:01:01, '05:01:01
DPB1*: '01:01:01, '04:01:01
E: '01:01:01
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