
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ต้นกำเนิดชนิดมีเซนไคม์ของมนุษย์ (MSCs) ที่ได้มาจากชอร์เรียล วีลี (chorion villi) เป็นประชากรของเซลล์สเตรมาที่มีศักยภาพหลากหลายชนิด (multipotent stromal cells) ที่สามารถเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ชนิดต่าง ๆ ได้หลายสายพันธุ์ รวมถึงเซลล์ไขมัน (adipocytes), เซลล์สร้างกระดูก (osteoblasts), และเซลล์สร้างกระดูกอ่อน (chondrocytes) เซลล์เหล่านี้ถูกแยกออกจากชอร์เรียล วีลี ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของรกที่มีบทบาทสำคัญในการแลกเปลี่ยนสารระหว่างแม่กับทารกในครรภ์ ชอร์เรียนวิลลีมีลักษณะเฉพาะตัวตรงที่ประกอบด้วยเนื้อเยื่อของทั้งทารกในครรภ์และมารดา ซึ่งสร้างสภาพแวดล้อมจุลภาคที่แตกต่างและมีส่วนช่วยเสริมความสามารถในการสร้างตัวเองใหม่และการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ต้นกำเนิด (MSCs) ที่ได้จากแหล่งนี้ MSCs
จากชอร์เรียนวิลลีแสดงลักษณะทางพันธุกรรมที่ดั้งเดิมมากกว่าเมื่อเทียบกับ MSCs ที่ได้จากเนื้อเยื่อผู้ใหญ่ มักมีอัตราการเพิ่มจำนวนที่สูงกว่าและมีศักยภาพในการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ชนิดต่าง ๆ ที่กว้างกว่า ลักษณะเหล่านี้ทำให้ MSCs จากชอร์เรียนวิลลีมีคุณค่าอย่างยิ่งสำหรับการวิจัยในด้านการแพทย์ฟื้นฟู วิศวกรรมเนื้อเยื่อ และการสร้างแบบจำลองโรค

เซลล์ต้นกำเนิดชนิดนี้ได้รับการพิสูจน์อย่างเข้มงวดในหลอดทดลองแล้วว่าสามารถเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ไขมัน เซลล์สร้างกระดูก และเซลล์สร้างกระดูกอ่อนได้เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ออกแบบมาเฉพาะสำหรับการเปลี่ยนแปลงสายพันธุ์ ซึ่งเน้นย้ำถึงศักยภาพในการนำไปประยุกต์ใช้ในการสร้างเนื้อเยื่อทดแทนและการสร้างแบบจำลองโรค แหล่งกำเนิดเฉพาะของเซลล์เหล่านี้จากวิลลัสคอริโอนิกทำให้เซลล์มีคุณสมบัติในการปรับภูมิคุ้มกันที่เฉพาะเจาะจง ซึ่งอาจแตกต่างจากเซลล์ต้นกำเนิดจากเนื้อเยื่ออื่น ๆ เช่น ไขกระดูกหรือเนื้อเยื่อไขมัน ความแตกต่างนี้มีความสำคัญอย่างยิ่งสำหรับการศึกษาที่มุ่งเน้นไปที่ภาวะที่เกี่ยวข้องกับภูมิคุ้มกันหรือการพัฒนาการบำบัดด้วยเซลล์จากผู้บริจาค

เซลล์ต้นกำเนิดจากไขกระดูก (MSCs) ถูกเก็บรักษาในสภาพแช่แข็งในระยะแรกของการเพาะเลี้ยงในสารอาหารเฉพาะทางสำหรับการแช่แข็ง (cryomedium) ซึ่งช่วยให้เซลล์มีชีวิตและสามารถทำงานได้หลังการละลายน้ำแข็ง แต่ละหลอดแช่แข็ง (cryovial) บรรจุเซลล์อย่างน้อย 1 x 10^6 เซลล์ โดยมีอัตราการมีชีวิตอยู่ระหว่าง 92% ถึง 95% ตามการทดสอบด้วยสี Trypan Blue dye exclusion test เซลล์เหล่านี้ได้มาจากผู้บริจาคที่มีสุขภาพดีซึ่งให้ความยินยอมอย่างแจ้งชัด (informed consent) ทำให้การเก็บรวบรวมเป็นไปตามหลักจริยธรรม แต่ละชุดจะผ่านการประเมินคุณภาพอย่างเข้มงวด ซึ่งรวมถึงการทดสอบอย่างละเอียดสำหรับการระบุเซลล์ ความบริสุทธิ์ ความแรง และความมีชีวิตอยู่ มาตรการเหล่านี้รับประกันว่าเซลล์ต้นกำเนิดจากเนื้อเยื่ออ่อน
(MSCs) ที่เพาะเลี้ยงมีคุณภาพสูงและเหมาะสมสำหรับการนำไปใช้ในงานวิจัย ยกเว้นการใช้เพื่อการรักษาหรือการทดลองในสิ่งมีชีวิต

Organism มนุษย์

Tissue ชิโอเรียน วิลลี

Applications การทดสอบยา, การแพทย์ฟื้นฟู, การวิจัยโรค

ลักษณะ

Age กรุณาสอบถาม

Gender กรุณาสอบถาม

Ethnicity คอเคเชียน

Morphology ลักษณะรูปร่างคล้ายแกนหมุนที่กระจายตัวดีและมีลักษณะคล้ายไฟโบรบลาสต์อย่างน้อยภายใน 5 ครั้งของการผ่านเซลล์ผ่านสื่อเลี้ยงเซลล์ พบเซลล์ที่มีลักษณะคล้ายไมโอไฟโบรบลาสต์โดยธรรมชาติน้อยกว่า 2% ในแต่ละครั้งของการผ่านเซลล์

Cell type เซลล์ต้นกำเนิด

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation เซลล์ต้นกำเนิดชนิดมีเซนไคม์ของมนุษย์, ชอรีออนวิลลี (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300646)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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Antigen
expression

ชุดตัวบ่งชี้ที่ครอบคลุม ซึ่งรวมถึง CD73/CD90/CD105 (บวก) และ CD14/CD34/CD45/HLA-DR (ลบ) ถูกใช้ในการวิเคราะห์ด้วยโฟลไซโตเมทรีเพื่อระบุเซลล์ต้นกำเนิดจากไขกระดูก (MSCs) ที่เพาะเลี้ยง (P2-P3) ก่อนการแช่แข็ง ตัวบ่งชี้เหล่านี้ได้รับการแนะนำโดยคณะกรรมการ ISCT MSC

Viruses ผู้บริจาคมีผลลบสำหรับ HBV (PCR), Treponema pallidum (PCR), และ HIV-1/2 (IFA) เซลล์ไม่พบเชื้อ HBV, HCV, HSV1, HSV2, CMV, EBV, HHV6, Toxoplasma
gondii, Treponema pallidum, Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum และ Ureaplasma parvum

การจัดการ

Culture
Medium

Alpha MEM, w: กลูตามีนเสถียร 2.0 มิลลิโมลาร์, w/o: ไรโบนิวคลีโอไซด์, w/o: เดโซออกซีไรโบนิวคลีโอไซด์, w: โซเดียมไพรูเวต 1.0 มิลลิโมลาร์, w: NaHCO3 2.2 กรัม/ลิตร

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%, bFGF 2 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร

Dissociation
Reagent

ทริปซิน-เอดทีเอ

Subculturing สำหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ที่เกาะติดแบบปกติ: ดูดสกัดน้ำเลี้ยงเก่าออกจากเซลล์ที่เกาะติด และล้างเซลล์ด้วย PBS เพื่อกำจัดน้ำเลี้ยงที่เหลืออยู่หลังจากดูด PBS ออกแล้ว ให้เติมสารละลาย Trypsin/EDTA ในปริมาณที่เหมาะสมตามขนาดของภาชนะเพาะเลี้ยง (เช่น 1 มล. สำหรับขวด T25, 3 มล. สำหรับขวด T75) และทำการบ่มที่อุณหภูมิห้องหรือ 37°C จนเซลล์หลุดออกจากผนัง (ประมาณ 5-10 นาที)สังเกตการหลุดของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และเคาะภาชนะเบา ๆ หากจำเป็นเพื่อปล่อยเซลล์ เมื่อเซลล์หลุดออกแล้ว ให้เติมอาหารเลี้ยงเซลล์แบบครบถ้วนเพื่อหยุดการทำงานของ Trypsin/EDTA คนเซลล์ให้กระจายตัวอย่างเบามือ แล้วแบ่งตัวอย่างเซลล์ที่แขวนลอยใส่ลงในภาชนะเพาะเลี้ยงใหม่ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์สด วางภาชนะในตู้อบที่ตั้งอุณหภูมิไว้ที่ 37°Cพร้อมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% และเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 2-3 วัน

Seeding
density

1 ถึง 3 x 104 เซลล์/เซนติเมตร²

Fluid renewal เปลี่ยนของเหลวครั้งแรกหลังจาก 24 ชั่วโมง จากนั้นทุก 2 ถึง 3 วัน

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้ FBS 80% + สารอาหารพื้นฐาน 10% + DMSO 10% เพื่อรักษาความมีชีวิต หรือ CM-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 800100) สำหรับการป้องกันความเสียหายจากการแช่แข็งที่เหนือกว่า ป้องกันการเปลี่ยนแปลงที่ไม่ต้องการในขณะที่รักษาความสามารถในการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ต้นกำเนิดหลายชนิด
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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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