
ข้อมูลทั่วไป

Description
MB49-Luc เป็นอนุพันธ์ที่เรืองแสงได้ทางชีวภาพของเซลล์มะเร็งเซลล์เปลี่ยนผ่านกระเพาะปัสสาวะสายพันธุ์ murine MB49 ซึ่งถูกดัดแปลงพันธุกรรมให้สามารถแสดงออกของยีนรายงานลูซิเฟอเรสจากหิ่งห้อยได้อย่างคงที่ เซลล์ไลน์ต้นกำเนิด MB49 ของพ่อแม่ถูกเหนี่ยวนำโดย 7,12-ไดเมทิลเบนซ์[a]แอนทราซีน (DMBA) ในหนู C57BL/6 และถูกใช้กันอย่างแพร่หลายเป็นแบบจำลองซินจีเนียของมะเร็งเยื่อบุทางเดินปัสสาวะในหนู C57BL/6 ที่มีระบบภูมิคุ้มกันสมบูรณ์ เซลล์ MB49 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์เยื่อบุผิวและแสดงแอนติเจน MHC class I ทำให้สามารถถูกจดจำทางภูมิคุ้มกันโดยระบบภูมิคุ้มกันของโฮสต์ได้ จึงเป็นแบบจำลองที่มีคุณค่าสำหรับการศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่างเนื้องอกกับภูมิคุ้มกัน วิธีการรักษาด้วยภูมิคุ้มกัน และกลไกการหลบหนีภูมิคุ้มกันในมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ

การรวมตัวของลูซิเฟอเรสที่เสถียรใน MB49-Luc ช่วยให้สามารถถ่ายภาพด้วยไบโอลูมิเนสเซนซ์ (BLI) ที่มีความไวสูงและไม่รุกรานของภาระเนื้องอกในแบบจำลองการปลูกถ่ายในกระเพาะปัสสาวะและใต้ผิวหนังในหนู C57BL/6 ที่มีพันธุกรรมเหมือนกัน สัญญาณที่ปล่อยออกมาจะสัมพันธ์กับจำนวนเซลล์เนื้องอกที่มีชีวิต ซึ่งช่วยสนับสนุนการประเมินการฝังตัวของเนื้องอก การลุกลามของเนื้องอกในกระเพาะปัสสาวะ และการตอบสนองต่อการรักษาโดยไม่ต้องทำการตรวจรุกล้ำซ้ำหลายครั้ง MB49-Luc มีคุณค่าอย่างยิ่งในการประเมินประสิทธิภาพของแผนการรักษาด้วยภูมิคุ้มกันบำบัดในกระเพาะปัสสาวะ, ยับยั้งจุดตรวจภูมิคุ้มกันในระบบ, และวิธีการรักษาแบบใหม่สำหรับมะเร็งกระเพาะปัสสาวะที่ลุกลามเข้าสู่กล้ามเนื้อและไม่ลุกลามเข้าสู่กล้ามเนื้อในแบบจำลองก่อนคลินิกที่มีภูมิคุ้มกันสมบูรณ์

MB49-Luc ยังคงรักษาคุณสมบัติทางชีวภาพและภูมิคุ้มกันหลักของสายพันธุ์ต้นกำเนิด MB49 รวมถึงความเข้ากันได้ทางพันธุกรรม C57BL/6 และลักษณะทางโครโมโซมที่สูญเสียโครโมโซม Y ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของสายพันธุ์นี้ ตัวรายงานลูซิเฟอเรสช่วยเพิ่มความไวในการทดลองและสามารถติดตามการเจริญเติบโตของเนื้องอกแบบเรียลไทม์ได้ นักวิจัยควรยืนยันกิจกรรมของลูซิเฟอเรส, ไคเนติกส์การเจริญเติบโต, และฟีโนไทป์ทางภูมิคุ้มกันภายใต้เงื่อนไขการทดลองเฉพาะของตนก่อนการใช้งานในร่างกายขนาดใหญ่

Organism เมาส์

Tissue กระเพาะปัสสาวะ

Disease มะเร็งเซลล์เปลี่ยนรูปของกระเพาะปัสสาวะในหนู

Synonyms เอ็มบี49-ลูซิเฟอเรส, เอ็มบี49 ลูคเอชพลัส

ลักษณะ

Age ผู้ใหญ่

Gender ชาย

Ethnicity สายพันธุ์หนูที่มีพันธุกรรมใกล้เคียงกัน (C57BL/6)

Morphology เยื่อบุผิว

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation MB49-Luc (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305681)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_E8D4

GMO Status GMO-S1: สายพันธุ์หนูมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ MB49 นี้มีคาสเซ็ตต์รายงาน a-Luc สำหรับการถ่ายภาพความก้าวหน้าของเนื้องอก การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะในเยอรมนีเท่านั้นและอาจแตกต่างกันในที่อื่น
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

Protein
expression

ลุค

Karyotype สูญเสียโครโมโซม Y

การจัดการ

Culture
Medium

ดีเอ็มเอ็มอี

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Doubling time 24-48 ชั่วโมง

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

Split ratio 1 ถึง 3

Seeding
density

1 ถึง 3 x 104 เซลล์/เซนติเมตร²

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ
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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 องศาเซลเซียส พร้อมน้ำสะอาดและสารต้านจุลชีพ คนเบา ๆ เป็นเวลา 40-60 วินาที จนเหลือเพียงก้อนน้ำแข็งขนาดเล็ก

4. ดำเนินการขั้นตอนต่อไปทั้งหมดภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้ลมไหล โดยฆ่าเชื้อขวดแช่แข็งด้วยแอลกอฮอล์ 70% ก่อนเปิด

5. เปิดขวดยาฆ่าเชื้ออย่างระมัดระวัง และถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 8 มิลลิลิตร โดยผสมอย่างเบามือ

6. ปั่นเหวี่ยงส่วนผสมที่ความเร็ว 200 x g เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทส่วนใสที่ลอยอยู่ด้านบนซึ่งมีสารละลายแช่แข็งออกอย่างระมัดระวัง

7. ปฏิบัติตามขั้นตอนที่อธิบายไว้ภายใต้หัวข้อการฟื้นฟูหลังการละลาย

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, บรรยากาศชื้น

Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Storage
Conditions สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตรเจนเหลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ −150 ถึง −196 °C การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้เฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยังไนโตรเจนเหลวเท่านั้น

การควบคุมคุณภาพ / โปรไฟล์ทางพันธุกรรม / HLA
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