
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ไลน์ Hep-70.4 hepatoma ได้มาจากเนื้องอกในตับของหนู โดยเฉพาะจากสายพันธุ์หนู C57BL/6J เซลล์ไลน์นี้มีความโดดเด่นจากการกลายพันธุ์ในยีน p53 ซึ่งถูกระบุในระหว่างการแพร่พันธุ์ในหลอดทดลองในขั้นตอนต่าง ๆ ที่การแพร่พันธุ์ครั้งที่ 8 มีการตรวจพบสัญญาณเพิ่มเติมที่อ่อนแอในการวิเคราะห์ความหลากหลายของโครงสร้างสายเดี่ยว (SSCP) ซึ่งบ่งชี้ถึงการมีอยู่ของการกลายพันธุ์ใน p53โดยหมายเลขการผ่านที่ 38 พบการกลายพันธุ์จุด p53 สองจุดที่แตกต่างกัน: การเปลี่ยนคู่เบส G:C เป็น C:G ที่โคดอน 135 และการเปลี่ยนคู่เบส C:G เป็น G:C ที่โคดอน 138 ของเอ็กซอน 5 การกลายพันธุ์เหล่านี้ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนจากอะลานีนเป็นโพรลีน และจากซิสเทอีนเป็นทริปโตเฟน ตามลำดับ

เซลล์ไลน์ Hep-70.4 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่เปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยสำคัญระหว่างการขยายพันธุ์ บางสายย่อยแสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาแบบเยื่อบุผิว ในขณะที่บางสายแสดงลักษณะคล้ายไฟโบรบลาสต์ ความไม่สม่ำเสมอเหล่านี้สะท้อนถึงธรรมชาติที่ซับซ้อนของเซลล์ไลน์และความสามารถในการปรับตัวภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงที่แตกต่างกัน การมีอยู่ของทั้งอัลลีล p53 ปกติและกลายพันธุ์ในระยะเริ่มต้นบ่งชี้ว่าการกลายพันธุ์ให้ข้อได้เปรียบในการเจริญเติบโตแบบเลือกสรร ส่งผลให้โคลนที่กลายพันธุ์มีจำนวนมากกว่าเมื่อเวลาผ่านไป

การวิเคราะห์โปรตีนเส้นใยขนาดกลางของเซลล์ไลน์ Hep-70.4 พบการแสดงออกของเคอราตินชนิดง่าย K8 และ K18 ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของเซลล์ตับปกติ รวมถึงวิเมนตินและเคอราติน K19 ในระดับที่แตกต่างกัน รูปแบบโปรตีนเหล่านี้ยืนยันถึงต้นกำเนิดของเซลล์ไลน์จากเซลล์ตับและจัดให้อยู่ในกลุ่มเซลล์มะเร็งตับความเสถียรทางจีโนมของ Hep-70.4 ได้รับการประเมินเพิ่มเติมผ่านการวิเคราะห์ลายนิ้วมือดีเอ็นเอ ซึ่งไม่พบความผิดปกติทางโครงสร้างที่สำคัญใดๆ แม้ว่าจะพบการเปลี่ยนแปลงในความเข้มสัมพัทธ์ของแถบบางแถบเมื่อจำนวนครั้งที่ผ่านเพิ่มขึ้น

Organism เมาส์

Tissue ตับ

Disease มะเร็งตับชนิดเซลล์ตับ

Synonyms HEP-56.1B, 56.1B, 56.1b

ลักษณะ

Breed/Subspecies C57BL/6J

Age ผู้ใหญ่

Gender เพศหญิง

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation Hep-56.1B (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 400202)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_5767

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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Protein
expression

เคราติน 8, เคราติน 18, วีเมนติน

Tumorigenic ใช่ ในหนู C57BL/6J

Mutational
profile

พี53มิว (โคดอน 277 ในเอ็กซอน 8 => อาร์จินิน -- ทรีโอนิน).

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%

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

1 x 10^4 เซลล์/ซม.^2

Fluid renewal ทุก 3 ถึง 5 วัน

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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