
ข้อมูลทั่วไป

Description
สายเซลล์ iPSC-hDPSC เป็นแบบจำลองล้ำสมัยที่ได้มาจากเซลล์ต้นกำเนิดของเนื้อเยื่อฟันมนุษย์ (hDPSCs) เซลล์เหล่านี้มีต้นกำเนิดจากเนื้อเยื่อฟัน ซึ่งผ่านกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์เพื่อแยกส่วนที่เกาะติดออกมาเมื่อเซลล์เติบโตจนมีความหนาแน่นถึง 70-80% จะทำการแยกเซลล์และเก็บรักษาในสภาพแช่แข็งที่รุ่นเพาะเลี้ยงที่ 1 ขั้นตอนพื้นฐานนี้มีความสำคัญอย่างยิ่งในการรักษาความสมบูรณ์ของเซลล์และรับประกันความมีชีวิตของเซลล์ต้นกำเนิดสำหรับการนำไปใช้ในอนาคต

การโปรแกรมใหม่ของเซลล์ต้นกำเนิดจากฟันน้ำนมของมนุษย์ (hDPSCs) ให้กลายเป็นเซลล์ต้นกำเนิดที่มีศักยภาพในการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ชนิดใดก็ได้ (iPSCs) ถือเป็นความก้าวหน้าสำคัญ ซึ่งสำเร็จได้ผ่านเทคนิคการโปรแกรมแบบอีพิโซมอล วิธีการนี้ใช้เวกเตอร์ที่บรรจุปัจจัยยามาเนกา (Yamanaka factors) ได้แก่ Oct-4, Sox-2 และ Klf-4 ร่วมกับ p53 Anti-sense, EBNA-1 และตัวบ่งชี้โปรตีนเรืองแสงสีแดงแนวทางแบบอีพิโซมมีข้อได้เปรียบเป็นพิเศษเนื่องจากหลีกเลี่ยงการรวมปัจจัยการโปรแกรมใหม่เข้ากับจีโนม จึงรักษาเสถียรภาพทางพันธุกรรมของ iPSC ไว้ได้ สายพันธุ์ iPSC-hDPSC ที่ได้แสดงลักษณะความเป็นพหุศักยภาพ ทำให้เป็นเครื่องมือที่มีคุณค่าสำหรับการวิจัยในด้านการแพทย์ฟื้นฟู การสร้างแบบจำลองโรค และการค้นคว้ายา

Organism มนุษย์

Tissue ฟันกรามซี่ที่สาม

Disease ผู้บริจาคปกติ

Applications การสร้างแบบจำลองโรค การค้นคว้ายาและการทดสอบความเป็นพิษ การแพทย์ฟื้นฟู การวิจัยทางพันธุกรรม การศึกษาชีววิทยาพัฒนาการ

ลักษณะ

Ethnicity คอเคเชียน

Morphology IPSC, โคโลนีที่มีขอบเขตชัดเจน

Cell type เซลล์ต้นกำเนิด

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation iPSC-hDPSC (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300622)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_B7DW

GMO Status GMO-S1: สายพันธุ์ iPSC ของมนุษย์นี้ (iPSC-hDPSC) ประกอบด้วยพลาสมิดแบบอีพิโซมอลที่เข้ารหัส OCT4, SOX2, KLF4 และ c-MYC ซึ่งสนับสนุนการโปรแกรมใหม่ของเซลล์สโตรมาของฟัน โครงสร้างเหล่านี้ถูกเก็บรักษาไว้โดยไม่มีลำดับไวรัส การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้นและอาจแตกต่างกันในที่อื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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การจัดการ

Culture
Medium

เอ็มทีเอสอาร์

Dissociation
Reagent

ReLeSR

Subculturing
เพื่อปรับปรุงกระบวนการแยกเซลล์และการเพาะเมล็ดใหม่ ให้ทำตามขั้นตอนต่อไปนี้:

1. นำสื่อที่ใช้แล้วออกและล้างเซลล์ด้วย PBS (ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม)
2. เติมน้ำยาละลายและปล่อยให้ทำงานตามคำแนะนำของผู้ผลิต
3. เติมอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ลงในเซลล์อย่างระมัดระวัง
4. แยกเซลล์อย่างเบามือเพื่อให้เกิดความเสียหายน้อยที่สุด
5. เคลือบจานเพาะเลี้ยงแบบ 6 หลุมใหม่ด้วยวิตโรเนคติน และเพาะเซลล์ที่แยกแล้วลงในหลุมสองหลุมเพื่อเพาะเลี้ยงต่อไป

Seeding
density เพื่อให้มั่นใจถึงการเจริญเติบโตของเซลล์ที่เหมาะสมและความสม่ำเสมอในการทดลอง แนะนำให้ใช้ความหนาแน่นในการเพาะเลี้ยงที่ 5,000 ถึง 10,000 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร เมื่อเซลล์ได้ปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมในการเพาะเลี้ยงแล้ว

Fluid renewal รายวัน

Post-Thaw
Recovery

รวดเร็ว

Freeze
medium

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

การควบคุมคุณภาพและการวิเคราะห์ระดับโมเลกุล

Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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