
ข้อมูลทั่วไป

Description B-LCL-CDG4 เป็นสายพันธุ์เซลล์ลิมโฟไซต์ B ที่ถูกเปลี่ยนแปลงโดย EBV ซึ่งได้มาจากเด็กหญิงที่มีภาวะ CDAII CDAII เป็นโรคโลหิตจางทางพันธุกรรมที่หายาก ซึ่งเกี่ยวข้องกับกลุ่มความผิดปกติของการเติมน้ำตาลใน CDG ผู้ป่วย CDAII มีความบกพร่องในยีน SEC23B ซึ่งเป็นส่วนประกอบของ COPII ที่เกี่ยวข้องกับระบบการขนส่งโปรตีนภายในเซลล์ (โดยเฉพาะการเกิดถุงจาก ER)ผู้ป่วยรายนี้มีการกลายพันธุ์แบบโฮโมไซกัสในยีนนี้ โปรตีนไกลโคโปรตีนแบนด์ 3 ของเยื่อหุ้มเซลล์เม็ดเลือดแดงถูกเติมน้ำตาลอย่างผิดปกติโดยการเติมน้ำตาลที่ผิดปกติของโมทีฟโพลีแลคโตซามีนของไกลโคโปรตีน แต่ไม่เกิดกับไกลโคสฟิงโกไลปิด ดังนั้นแบนด์ 3 ของเม็ดเลือดแดงชนิด CDA II จึงมีโอลิโกแซคคาไรด์แบบไฮบริดที่ถูกตัดทอนสิ่งนี้ชี้ให้เห็นถึงข้อบกพร่องเพิ่มเติมในเอนไซม์การเติมน้ำตาลของ Golgi คือ mannosidase II หรือ
Nacetylglucosaminyltransferase II

Organism มนุษย์

Tissue เลือดส่วนปลาย

Disease ความผิดปกติแต่กำเนิดของการเติมหมู่ไกลโคซิล

Applications การวิเคราะห์จีโนไทป์ของผลกระทบ CDG ในเซลล์ภูมิคุ้มกัน การทดสอบการทำงาน (เช่น แอนติเจนบนผิวเซลล์ B) การทดสอบยาต้านพิษ การวิเคราะห์การกลายพันธุ์ การวิเคราะห์กลไกการตายของเซลล์ การวิเคราะห์ HLA ผลกระทบของการขาดการไกลโคซิเลชันของไกลโคโปรตีนในเซลล์ที่แตกต่างกันต่อการทำงานที่หลากหลาย

ลักษณะ

Age เด็ก

Gender เพศหญิง

Ethnicity คอเคเชียน

Morphology เซลล์กลม

Cell type ลิมโฟไซต์บี

Growth
properties

ระบบกันสะเทือน, กลุ่ม

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation บี-แอลซีแอล-ซีดีจี4 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 302015)

Biosafety level 2

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A9Y2

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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Surface
antigens

ซีดี15(Lewis x)+, CD15s (ไซอาลิเลต Lewis x)-, CD75s (ไซอาลิเลตแลคโตซามินิลโนลิโกสคคาไรด์)+, CD173 (หมู่เลือด H)-, CD174 (หมู่เลือด Lewis y)-, CD175 (Tn)-, CD175s (ไซอาลิเลต Tn)-, CD176 (TF)+

Antigen
expression

CD19+, CD20+, CD37+, CD43+, CD44+, CD45+, CD45R0-, MHC Cl.I+, MHC Class II (HLA-DR)+

Viruses ทรานส์ฟอร์แมนท์: EBV

การจัดการ

Culture
Medium

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

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS ที่ทำให้ไม่ทำงานทางชีวภาพด้วยความร้อน 10%

Subculturing รักษาวัฒนธรรมโดยการเติมหรือเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นระยะๆ เริ่มต้นวัฒนธรรมด้วยความหนาแน่น 2 x 105 เซลล์/มล. และรักษาความเข้มข้นของเซลล์ให้อยู่ในช่วง 3 x 105 ถึง 5 x 105 เซลล์/มล. เพื่อการเจริญเติบโตที่เหมาะสมที่สุด

Fluid renewal เมื่อสีกลางเปลี่ยนเป็นสีเหลือง

Post-Thaw
Recovery

ระดับกลาง

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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อัลลีลของ HLA A*: '01:01:01, '24:02:01
B*: '08:01:01, '18:01:01
C*: '07:01:01, '12:03:01
DRB1*: '03:01:01, '15:01:01
DQA1*: '01:02:01, '05:01:01
DQB1*: '02:01:01, '06:02:01
DPB1*: '03:01:01, '04:02:01
E: '01:01, '01:03
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