
ข้อมูลทั่วไป

Description
HeLa EB3-GFP Kirc 14 เป็นสายพันธุ์ที่ได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรมจากสายเซลล์มะเร็งปากมดลูก HeLa ของมนุษย์ ซึ่งได้รับการออกแบบให้แสดงออกอย่างเสถียรของโครงสร้างฟิวชัน EB3 (end-binding protein 3) ที่ติดแท็ก GFP โดย "Kirc 14" หมายถึงซับโคลนเฉพาะ (โคลน 14) ที่ถูกคัดเลือกจากกลุ่มเซลล์ที่ผ่านการทรานส์เฟกต์ EB3 เป็นสมาชิกของตระกูลโปรตีนเอนด์-ไบนดิ้ง ซึ่งติดตามปลายบวกของไมโครทูบูลที่กำลังเติบโต และทำหน้าที่เป็นตัวบ่งชี้พฤติกรรมไดนามิกของไมโครทูบูลในเซลล์ที่มีชีวิต โปรตีนฟิวชัน GFP-EB3 สร้างสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ลักษณะคล้ายดาวหางที่ปลายไมโครทูบูลที่กำลังเกิดพอลิเมอไรเซชัน ทำให้สามารถถ่ายภาพเซลล์มีชีวิตเพื่อศึกษาพลวัตของไมโครทูบูล การขนส่งภายในเซลล์ และการจัดระเบียบโครงร่างเซลล์แบบเรียลไทม์ได้

HeLa EB3-GFP Kirc 14 ถูกใช้ในวิจัยชีววิทยาเซลล์เพื่อถ่ายภาพเซลล์สดของพลวัตปลายบวกไมโครทูบูล การศึกษาการประกอบสปินเดิลไมโทติกและปฏิสัมพันธ์ระหว่างคิเนโตโครกับไมโครทูบูล การวิจัยการขนส่งสินค้าภายในเซลล์ และการประเมินสารประกอบที่ส่งผลต่อพลวัตการโพลีเมอไรเซชันของไมโครทูบูล การแสดงออกของ GFP-EB3 ในซับโคลนที่เสถียรให้ระดับความเข้มและรูปแบบการเรืองแสงที่สม่ำเสมอในทุกการเพาะเลี้ยง ทำให้โคลน 14 เหมาะสำหรับการวิเคราะห์ภาพเชิงปริมาณและการคัดกรองแบบผ่านปริมาณสูงของสารที่มุ่งเป้าไปที่ไมโครทูบูล

Organism มนุษย์

Tissue ปากมดลูก

Disease มะเร็งต่อมน้ำเหลืองของปากมดลูก (พื้นหลัง HeLa); ที่ได้รับการถ่ายโอนยีน GFP-EB3 (ตัวรายงานปลายบวกของไมโครทูบูล) อย่างคงที่

Applications การถ่ายภาพพลวัตของไมโครทูบูลในเซลล์มีชีวิต; การศึกษาแกนไมโทติก; การวิจัยปฏิสัมพันธ์ระหว่างคิเนโทคอร์และไมโครทูบูล; การขนส่งภายในเซลล์; การคัดกรองยาที่มุ่งเป้าไปที่ไมโครทูบูล

ลักษณะ

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Cell type เซลล์เยื่อบุผิว

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation HeLa EB3-GFP Kirc 14 27/09/24 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305718)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession มีต้นกำเนิดจาก HeLa (CVCL_0030); คลอนย่อย GFP-EB3 ยังไม่ได้รับการกำหนดอย่างอิสระ

GMO Status GMO-S1: สายเซลล์ HeLa EB3 GFP KIRC14 นี้มีโครงสร้าง EB3 ที่ติดแท็ก GFP เพื่อติดตามปลายบวกของไมโครทูบูลในการถ่ายภาพเซลล์สด การจัดประเภทนี้ใช้เฉพาะในเยอรมนีเท่านั้น และอาจแตกต่างออกไปในประเทศอื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล

การจัดการ
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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

Accutase, 10 นาที, 37°C

Doubling time ประมาณ 24 ชั่วโมง

Subculturing นำสื่อเลี้ยงเก่าออกจากเซลล์ที่ติดอยู่บนพื้นผิว แล้วล้างด้วย PBS ราด Accutase ลงบนเซลล์ ปล่อยให้บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 8-10 นาที ผสมให้เซลล์แขวนตัวในสื่อเลี้ยงใหม่ ปั่นเหวี่ยงที่ 300×g เป็นเวลา 3 นาที แล้วถ่ายเซลล์ไปยังขวดใหม่ที่มีสื่อเลี้ยงสำหรับการคัดเลือก

Split ratio 1 ถึง 5

Seeding
density

1 ถึง 3 × 104 เซลล์/ซม.

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ

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
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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

การควบคุมคุณภาพและการวิเคราะห์ระดับโมเลกุล
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