
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ไลน์ D283Med เป็นเซลล์ไลน์เมดูโลบลาสโตมาของมนุษย์ที่ได้มาจากสมองส่วนซีรีเบลลัมของเด็กชายอายุ 6 ปี เมดูโลบลาสโตมาเป็นชนิดของเนื้องอกประสาทต้นกำเนิดที่พบในเด็กเป็นหลัก และตั้งอยู่ในซีรีเบลลัม ซึ่งเป็นส่วนของสมองที่รับผิดชอบการควบคุมการเคลื่อนไหวและการประสานงานเซลล์ D283Med ถูกนำมาใช้กันอย่างแพร่หลายในงานวิจัยด้านมะเร็งวิทยา โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการศึกษาที่มุ่งเน้นชีววิทยาและเภสัชวิทยาของมะเร็งเมดัลโลบลาสโตมา

เซลล์ไลน์นี้แสดงรูปแบบการเจริญเติบโตแบบเกาะติดและถูกนำมาใช้อย่างกว้างขวางในการศึกษาเส้นทางโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคเมดุลโลบลาสโตมา เช่น เส้นทางสัญญาณโซนิคเฮดจ์ฮอก (SHH) และเส้นทางสัญญาณ WNT ซึ่งเป็นที่ทราบกันดีว่ามีบทบาทสำคัญในการพัฒนาและการลุกลามของเนื้องอกเหล่านี้นักวิจัยใช้สายพันธุ์ D283Med เพื่อประเมินประสิทธิภาพการรักษาและความต้านทาน ศึกษาโปรไฟล์การแสดงออกของยีน และสำรวจเป้าหมายการรักษาใหม่ๆ การเจริญเติบโตที่แข็งแรงและลักษณะทางพันธุกรรมของเนื้องอกเมดูโลบลาสโตมาที่เป็นแบบฉบับของสายพันธุ์นี้ ทำให้เป็นแบบจำลองที่มีคุณค่าสำหรับการศึกษาในระยะก่อนคลินิกที่มุ่งเน้นการทำความเข้าใจชีววิทยาของเนื้องอกและการทดสอบยาต้านมะเร็ง

นอกจากนี้ เซลล์ D283Med ยังถูกนำมาใช้ในการศึกษาทางพันธุกรรมเพื่อทำความเข้าใจผลกระทบของการกลายพันธุ์และประเมินกลไกการแพร่กระจายและการกลับมาเป็นซ้ำของมะเร็งเมดัลโลบลาสโตมาในเด็ก เซลล์เหล่านี้เป็นเครื่องมือสำคัญในการศึกษาการเกิดมะเร็งในระดับเซลล์ ซึ่งมีส่วนช่วยอย่างมากในการพัฒนาวิธีการรักษาแบบมุ่งเป้าสำหรับเนื้องอกสมองในเด็กชนิดรุนแรงนี้

Organism มนุษย์

Tissue สมอง

Disease เมดุลโลบลาสโตมา

Applications การเพาะเลี้ยงเซลล์แบบสามมิติ, ประสาทวิทยาศาสตร์

Synonyms D283 เมด, D283 MED, D283-MED, D283_Med, D-283 เมด, D-283MED, D283MED, D283-Med, D-283, D283, เมด 283, H283

ลักษณะ

Age 6 ปี

Gender ชาย

Ethnicity ยุโรป

Morphology เยื่อบุผิว

Growth
properties

กลุ่มที่ลอยอยู่ในของเหลว/กลุ่มที่เกาะติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation D283Med (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300330)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1155
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

Protein
expression

ผลบวกต่อกลูตามีนซินเทเทส, ผลบวกต่อเอนอลาสเฉพาะเซลล์ประสาท, ผลลบต่อโปรตีนกรดไฟบริลลารีของเซลล์เกลีย, ผลลบต่อโปรตีน S100 (S-100)

Isoenzymes AK-1, 1, ES-D, 1, G6PD, B, GLO-I, 2, Me-2, 0, PGM1, 1, PGM3, 1

Tumorigenic ใช่ ในหนูที่ไม่มีขน

Karyotype คาร์โยไทป์คือ 45, xY, -7, -8, -17, -20, der(20)t(1,20)(q12,q13), 8q+, 17p+ (ช่วง = 41 ถึง 46) นี่คือเซลล์ไลน์ที่มีจำนวนโครโมโซมต่ำกว่าปกติ (hypodiploid) โดยมีอัตราส่วนของเซลล์ที่มีจำนวนโครโมโซมสูงกว่าปกติ (higher ploidies) อยู่ที่ 5.4%โครโมโซมเครื่องหมายสามตัวมีอยู่ในทุกเซลล์ ได้แก่
der(20)t(1,20)(q12,q13), 8q+ และ 17p+ N7, N17 และ N20 มีสำเนาเดียว โครโมโซม x เดี่ยวมีโครงสร้างปกติ และโครโมโซม Y มีอยู่ตามที่ยืนยันโดยการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์

การจัดการ

Culture
Medium

EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamine, w: 2.2 g/L NaHCO3, w: EBSS (หมายเลขบทความ Cytion 820100a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10% และ NEAA 1%

Subculturing เก็บเซลล์ที่ลอยในหลอดขนาด 15 มล. และล้างเซลล์ที่ติดอยู่โดยใช้ PBS ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียมอย่างระมัดระวัง (3-5 มล. PBS สำหรับขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ T25, 5-10 มล. สำหรับขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ T75)เติม Accutase (1-2 มล. ต่อ T25, 2.5 มล. ต่อ T75) ให้ครอบคลุมแผ่นเซลล์ทั้งหมด ทำการบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นปั่นเหวี่ยงเซลล์ที่ลอยอยู่ในสารละลายและเซลล์ที่เกาะติดกันรวมกัน ทำการแขวนเซลล์อย่างระมัดระวังและแบ่งใส่ลงในขวดใหม่ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์สด

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
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