
ข้อมูลทั่วไป

Description
U2OS-CRISPR-TPR-SNAP เป็นสายพันธุ์เซลล์มะเร็งกระดูกชนิด osteosarcoma ของมนุษย์ที่ถูกแก้ไขจีโนม โดยมีต้นกำเนิดจากเซลล์ U2OS ซึ่งมีการดัดแปลงยีน TPR (Translocated Promoter Region) ที่มีอยู่เดิมโดยใช้เทคโนโลยี CRISPR/Cas9 เพื่อให้สามารถเข้ารหัสแท็ก SNAP ที่อยู่ในตำแหน่งที่เหมาะสม TPR เป็นนิวคลีโอโปรินที่มีลักษณะเป็นเกลียวขนาดใหญ่ซึ่งตั้งอยู่บริเวณตะกร้านิวเคลียสทางด้านนิวคลีโอพลาสซึมของนิวเคลียร์พอร์คอมเพล็กซ์
(NPC) โดยการติดแท็ก TPR ที่ตำแหน่งต้นกำเนิดในเซลล์ โปรตีนฟิวชันจะถูกแสดงออกภายใต้การควบคุมของระบบควบคุมตามธรรมชาติ ทำให้คงระดับการแสดงออกทางสรีรวิทยาและรักษาการรวมตัวเข้ากับโครงสร้างตะกร้านิวเคลียสได้อย่างเหมาะสม

แท็ก SNAP ช่วยให้สามารถติดฉลากแบบโควิเลนต์ของ TPR ด้วยสารตั้งต้นเรืองแสงที่เชื่อมต่อกับเบนซิลกัวไนน์ในเซลล์ที่มีชีวิตหรือเซลล์ที่ถูกตรึงไว้ ทำให้สามารถมองเห็นได้อย่างเฉพาะเจาะจงและคงทนสูง ในเซลล์ U2OS-CRISPR-TPR-SNAP, TPR ที่ถูกทำเครื่องหมายจะแสดงการกระจายตัวเป็นวงแหวนลักษณะเฉพาะที่เยื่อหุ้มนิวเคลียส ซึ่งสอดคล้องกับโครงสร้างตะกร้านิวเคลียสที่เกี่ยวข้องกับ NPC ระบบนี้เหมาะสำหรับการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์เชิงปริมาณ การถ่ายภาพความละเอียดสูงพิเศษ การทำเครื่องหมายแบบพัลส์-เชส และการศึกษาการเปลี่ยนแปลงและการหมุนเวียนของโครงสร้างตะกร้านิวเคลียสในแบบไดนามิก รูปร่างแบนและนิวเคลียสขนาดใหญ่ของเซลล์ U2OS ช่วยให้สามารถถ่ายภาพโครงสร้างที่เกี่ยวข้องกับเยื่อหุ้มนิวเคลียสด้วยความละเอียดสูงได้

TPR มีบทบาทสำคัญในการส่งออก mRNA การควบคุมการขนส่งในนิวเคลียส การจัดระเบียบโครมาตินบริเวณขอบของนิวเคลียส และการจัดระเบียบจีโนมเชิงพื้นที่ นอกจากนี้ TPR ยังเกี่ยวข้องกับการก่อตัวของซับคอมパートเมนต์ที่เกี่ยวข้องกับการขนส่งในนิวเคลียส และการกีดกันเฮเทอโรโครมาตินออกจากบริเวณที่เกี่ยวข้องกับรูพรุนของนิวเคลียส U2OS-CRISPR-TPR-SNAP เป็นแบบจำลองที่มีความเกี่ยวข้องทางสรีรวิทยาสำหรับการวิเคราะห์โครงสร้างและพลวัตของโครงร่างนิวเคลียร์ (nuclear basket) การศึกษาการขนส่งระหว่างนิวเคลียสและไซโตพลาซึม (nucleocytoplasmic trafficking) และการศึกษาปฏิสัมพันธ์ของโครมาตินที่เกี่ยวข้องกับเยื่อหุ้มนิวเคลียสภายใต้สภาวะการแสดงออกของยีนตามธรรมชาติ

Organism มนุษย์

Tissue กระดูก

Disease มะเร็งกระดูกชนิดออสทีโอซาร์โคมา

Metastatic site ตำแหน่งของเนื้องอกหลัก (กระดูก)

Applications ชีววิทยาของตะกร้านิวเคลียร์; การส่งออก mRNA โดย TPR; การควบคุมการขนส่งระหว่างนิวเคลียสและไซโทพลาซึม; การจัดระเบียบโครมาตินบริเวณขอบนิวเคลียส; ส่วนย่อยของการขนส่งในนิวเคลียส; การจัดระเบียบเชิงพื้นที่ของจีโนม; กล้องจุลทรรศน์ความละเอียดสูงพิเศษ; การติดฉลากด้วยพัลส์ SNAP; การกีดกันเฮเทอโรโครมาตินจากบริเวณที่เกี่ยวข้องกับรูพรุน

ลักษณะ

Age 15 ปี

Gender เพศหญิง

Ethnicity คอเคเชียน

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Cell type เซลล์เยื่อบุผิว (มะเร็งกระดูกชนิดออสทีโอซาร์โคมา)

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation U2OS-CRISPR-TPR-SNAP (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300667)

Biosafety level 1
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NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession ไม่ได้กำหนด (อนุพันธ์ของ U2OS ที่ดัดแปลงด้วย CRISPR; U2OS ต้นกำเนิด CVCL_0042)

Depositor ห้องปฏิบัติการเอลเลนเบิร์ก (EMBL)

GMO Status GMO-S1: สายพันธุ์เซลล์มะเร็งกระดูกของมนุษย์ (U2OS-CRISPR-TPR-SNAP) นี้ประกอบด้วย TPR-SNAP ฟิวชั่นที่ออกแบบด้วย CRISPR ซึ่งช่วยให้สามารถติดฉลากด้วยสารเรืองแสงและสารเคมีสำหรับโปรตีนตระกร้าในนิวเคลียส TPR โครงสร้างนี้ถูกรวมเข้าอย่างคงที่ การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้นและอาจแตกต่างกันในที่อื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Protein
expression

ทีพีอาร์, เอสเอ็นเอพีกแท็ก

การจัดการ

Culture
Medium

McCoys 5a, w: 3.0 กรัม/ลิตร กลูโคส, w: เสถียร กลูตามีน, w: 2.0 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไพรูเวต, w: 2.2 กรัม/ลิตร NaHCO3 (หมายเลขบทความ Cytion 820200a)

Supplements เติมสารอาหารเสริมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%, กลูโคส 3.0 กรัม/ลิตร, กลูตามีนที่เสถียร, โซเดียมไพรูเวต 2.0 มิลลิโมลาร์, โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต 2.2 กรัม/ลิตร, NEAA 1%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Doubling time ประมาณ 24 ถึง 36 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 × 10⁴ เซลล์/ตารางเซนติเมตร

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

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 ไม่มี

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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