
ข้อมูลทั่วไป

Description
สายเซลล์ FS-C3H ซึ่งได้มาจากสายพันธุ์หนู C3H/HeJ มีบทบาทสำคัญในการศึกษาการตอบสนองของโฮสต์ต่อเอนโดท็อกซิน โดยเฉพาะในบริบทของการวิจัยมะเร็ง สายพันธุ์นี้มีความโดดเด่นเนื่องจากมีความต้านทานต่อเอนโดท็อกซินอันเนื่องมาจากความไม่ไวต่อไลโปโพลีแซ็กคาไรด์ (LPS) ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของเอนโดท็อกซินจากแบคทีเรียลักษณะนี้ทำให้ FS-C3H เป็นแบบจำลองที่มีคุณค่าอย่างยิ่งในการศึกษาเส้นทางชีวเคมีและพันธุกรรมที่เกี่ยวข้องกับการควบคุมการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกัน นักวิจัยได้ใช้สายเซลล์นี้อย่างกว้างขวางเพื่อตรวจสอบพลวัตของเซลล์ลิมโฟไซต์บีและแมคโครฟาจ โดยมุ่งเน้นไปที่การไม่ตอบสนองต่อ LPS ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะที่แตกต่างจากปฏิกิริยาของเซลล์ภูมิคุ้มกันทั่วไปต่อสิ่งกระตุ้นดังกล่าว

การไม่ตอบสนองของเซลล์ FS-C3H ต่อ LPS นั้นเกิดจากการขาดหรือการเปลี่ยนแปลงของตัวรับที่สำคัญซึ่งมีหน้าที่ในการส่งสัญญาณ LPS งานวิจัยได้แสดงให้เห็นว่าแม้จะไม่มีการตอบสนองต่อ LPS เซลล์เหล่านี้สามารถถูกกระตุ้นผ่านเส้นทางทางเลือก เช่น กลไกการส่งสัญญาณของโปรตีนไคเนส C (PKC) และไทโรซีนไคเนส ซึ่งคล้ายกับที่กระตุ้นในเซลล์ที่ตอบสนองต่อ LPSการมีปฏิสัมพันธ์และบทบาทในการควบคุมของไคเนสเหล่านี้ในเส้นทางการส่งสัญญาณเน้นย้ำถึงกลไกภายในเซลล์ที่ซับซ้อน ซึ่งบ่งชี้ว่าเส้นทางการส่งสัญญาณ PKC และไทโรซีนไคเนสอาจชดเชยการส่งสัญญาณ LPS ที่บกพร่องได้ การสังเกตนี้เปิดโอกาสให้ศึกษาว่าการฟอสโฟรีเลชันที่ควบคุมโดยไทโรซีนไคเนสส่งผลต่อการตอบสนองของเซลล์โดยรวมในหนูเหล่านี้อย่างไร

การวิจัยอย่างต่อเนื่องเกี่ยวกับเซลล์ FS-C3H มีความสำคัญอย่างยิ่งต่อการเข้าใจพื้นฐานทางโมเลกุลของการตอบสนองที่ต่ำต่อ LPS ซึ่งอาจเชื่อมโยงกับข้อบกพร่องทางพันธุกรรมในยีน Lpsn โดยการวิเคราะห์โปรไฟล์การฟอสโฟรีเลชันของเซลล์เหล่านี้เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ตอบสนองต่อ LPS นักวิทยาศาสตร์มีเป้าหมายที่จะค้นหาข้อบกพร่องทางโมเลกุลที่เฉพาะเจาะจงซึ่งนำไปสู่การเปลี่ยนแปลงการกระตุ้นยีนและการตอบสนองต่อการเพิ่มจำนวนของเซลล์การแยกและจำแนกลักษณะของผลิตภัณฑ์ยีนที่รับผิดชอบต่อการมีปฏิสัมพันธ์กับ LPS อาจให้ข้อมูลเชิงลึกที่ลึกซึ้งยิ่งขึ้นเกี่ยวกับการทำงานผิดปกติของระบบภูมิคุ้มกัน และเปิดทางสู่แนวทางการรักษาใหม่ในการรักษาความผิดปกติของภูมิคุ้มกันและการอักเสบที่เกี่ยวข้อง

Organism เมาส์

Tissue ผิวหนัง

Disease ไฟโบรซาร์โคมา

ลักษณะ

Breed/Subspecies C3H

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation FS-C3H (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 400418)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_5755

ข้อมูลชีวโมเลกุล

การจัดการ

Culture
Medium

DMEM, w: 4.5 กรัม/ลิตร กลูโคส, w: 4 มิลลิโมลาร์ แอล-กลูตามีน, w: 3.7 กรัม/ลิตร NaHCO3, w: 1.0 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไพรูเวต (หมายเลขบทความ Cytion 820300a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%
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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 x 10^4 เซลล์/ซม.^2

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
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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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