
ข้อมูลทั่วไป

Description
สายเซลล์ Lec1 เป็นโคลนกลายพันธุ์ที่ถูกคัดเลือกเนื่องจากความต้านทานต่อ wheat germ agglutinin ซึ่งได้มาจากโคลน CHO พ่อแม่ Pro-5 กระบวนการคัดเลือกนี้ส่งผลให้เกิดสายเซลล์ที่มีข้อบกพร่องเฉพาะในการเติมหมู่ไกลโคซิล (glycosylation) โดยมีลักษณะเด่นคือการมีคาร์โบไฮเดรตที่เชื่อมโยงกับ N-linked ซึ่งมีการปิดกั้นตัวกลาง Man5-GlcNAc2-Asn การอุดตันนี้เกิดจากการขาดเอนไซม์ N-
acetylglucosaminyltransferase I (GlcNAc-TI) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่สำคัญในการสังเคราะห์ไกลแคนให้ซับซ้อนยิ่งขึ้น ส่งผลให้เซลล์ Lec1 สะสมไกลโคโปรตีนที่มีโอลิโกแซ็กคาไรด์ชนิด high-mannose แบบตัดทอน

เซลล์ Lec1 มีคุณค่าอย่างยิ่งสำหรับการศึกษาการสังเคราะห์ไกลโคโปรตีน โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการทำความเข้าใจว่าไกลโคซิลิเอชันแบบ N-linked ที่เปลี่ยนแปลงไปส่งผลต่อการทำงานของเซลล์อย่างไร นักวิจัยใช้เซลล์ Lec1 เพื่อศึกษาผลกระทบของการเติมน้ำตาลต่อกระบวนการพับตัวของโปรตีน ความเสถียร การทำงานของตัวรับ และการขนส่งภายในเซลล์ นอกจากนี้ เซลล์เหล่านี้ยังเป็นแพลตฟอร์มเฉพาะสำหรับการศึกษาการจัดแบ่งส่วนของไกลโคโปรตีนภายในเซลล์ที่เกิดจากไวรัสหรือการถ่ายโอนดีเอ็นเอแปลกปลอมเข้าสู่เซลล์ ไกลแคนที่มีโครงสร้างเรียบง่ายในเซลล์ Lec1 ยังทำให้เซลล์เหล่านี้เหมาะสมอย่างยิ่งสำหรับการผลิตไกลโคโปรตีนที่วิเคราะห์ได้ง่ายขึ้นในบริบทการทดลองที่หลากหลาย

พวกมันถูกใช้เป็นหลักในหลอดทดลองสำหรับการศึกษาเชิงกลไกและการประยุกต์ใช้ทางเทคโนโลยีชีวภาพที่เกี่ยวข้องกับการผลิตและการวิเคราะห์ไกลโคโปรตีน

Organism หนูแฮมสเตอร์จีน

Tissue รังไข่

Synonyms CHO-Lec1, CHO Lec1, Pro-Lec1.3C, Pro-5 Lec1.3c, Pro-5WgaRI3C

ลักษณะ

Age ผู้ใหญ่

Morphology เยื่อบุผิว

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation Lec1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305010)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10029

CellosaurusAccession CVCL_3440

ข้อมูลชีวโมเลกุล

การจัดการ

Culture
Medium

Alpha MEM, w: กลูตามีนเสถียร 2.0 มิลลิโมลาร์, w/o: ไรโบนิวคลีโอไซด์, w/o: เดโซออกซีไรโบนิวคลีโอไซด์, w: โซเดียมไพรูเวต 1.0 มิลลิโมลาร์, w: NaHCO3 2.2 กรัม/ลิตร
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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

2 ถึง 4 x 104 เซลล์/ซม.

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

Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Storage
Conditions สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตรเจนเหลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ −150 ถึง −196 °C การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้เฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยังไนโตรเจนเหลวเท่านั้น
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การควบคุมคุณภาพ / โปรไฟล์ทางพันธุกรรม / HLA

Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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