
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ไลน์ SKW-3 ซึ่งเดิมเชื่อว่ามีต้นกำเนิดจากเลือดส่วนปลายของชายวัย 61 ปีที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรื้อรังชนิดลิมโฟไซต์ (CLL) ถือเป็นจุดที่น่าสนใจอย่างมากในการวิจัยโรคมะเร็ง โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการศึกษาเกี่ยวกับมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดบีเซลล์เมื่อเวลาผ่านไป การประเมินใหม่ที่สำคัญโดยใช้การวิเคราะห์ Short Tandem Repeat (STR) ได้เปิดเผยประเด็นสำคัญว่า เซลล์ SKW-3 ไม่ใช่สายพันธุ์บริสุทธิ์จากผู้ป่วย CLL แต่เป็นการปนเปื้อน ซึ่งขณะนี้ได้รับการระบุว่าเป็นอนุพันธ์ของสายเซลล์ KE-37 การเปิดเผยนี้ส่งผลกระทบอย่างลึกซึ้งต่อการวิจัยที่ผ่านมาและการศึกษาในอนาคต โดยเน้นย้ำถึงความจำเป็นในการตรวจสอบความถูกต้องของสายเซลล์อย่างเข้มงวดเพื่อให้มั่นใจในความแม่นยำของการทดลอง

KE-37 ซึ่งเป็นต้นกำเนิดที่แท้จริงของเซลล์ SKW-3 เป็นสายเซลล์ B ที่สร้างขึ้นจากผู้ป่วยที่เป็นโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน (ALL) การเปลี่ยนแปลงต้นกำเนิดจาก CLL เป็น ALL เนื่องจากการปนเปื้อน ทำให้บริบททางชีววิทยาและการใช้งานของสายเซลล์ SKW-3 เปลี่ยนแปลงไปอย่างมากสำหรับนักวิจัย นี่หมายความว่าผลการวิจัยหรือข้อมูลใด ๆ ที่เคยถูกระบุว่าเป็นผลจากกลไกเฉพาะของ CLL เมื่อใช้ SKW-3 จะต้องได้รับการประเมินอย่างละเอียดและอาจต้องมีการแก้ไขใหม่ การจัดประเภทใหม่ให้เป็นอนุพันธ์ของ KE-37 จำเป็นต้องมีการปรับเปลี่ยนการประยุกต์ใช้เซลล์ SKW-3 ไปสู่การศึกษาที่เกี่ยวข้องกับ ALL และกลไกพื้นฐานของมันมากกว่า CLL

Organism มนุษย์

Tissue สร้างเม็ดเลือด

Disease มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดทีเซลล์ (CLL)

Synonyms SKW3

ลักษณะ

Age 27 ปี

Gender ชาย

Ethnicity คอเคเชียน

Morphology เซลล์กลม

Cell type ทีลิมโฟไซต์

Growth
properties

การระงับ

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation SKW-3 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300343)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_2197
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

Antigen
expression

CD2+, CD3-, CD4+, CD8, แอนติเจนคล้าย Thy-1

Products LECT2 (โปรตีนที่ดึงดูด)

การจัดการ

Culture
Medium

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

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS ที่ทำให้ไม่ทำงานทางชีวภาพด้วยความร้อน 10%

Doubling time 30 ชั่วโมง

Subculturing รักษาวัฒนธรรมโดยการเติมหรือเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นระยะๆ เริ่มต้นวัฒนธรรมด้วยความหนาแน่น 5 x 105 เซลล์/มล. และรักษาความเข้มข้นของเซลล์ให้อยู่ในช่วง 3 x 105 ถึง 1 x 106 เซลล์/มล. เพื่อการเจริญเติบโตที่ดีที่สุด

Post-Thaw
Recovery

1 x 10⁵/มล.

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
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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

อัลลีลของ HLA A*: '11:01:01, '30:01:01
B*: '35:01:01, '44:02:01
C*: '04:01:01, '05:01:01
DRB1*: '01:03:01, '04:01:01
DQA1*: '01:01:01, '03:03:01
DQB1*: '03:01, '05:01
DPB1*: '04:01:01, '04:02:01
E: '01:01:01
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