
ข้อมูลทั่วไป

Description
สายเซลล์ BT-483 มีต้นกำเนิดจากมะเร็งเต้านมของมนุษย์ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง เซลล์เหล่านี้ถูกสร้างขึ้นจากเนื้องอกปฐมภูมิของผู้ป่วยหญิงวัยผู้ใหญ่ที่เป็นมะเร็งเต้านม เซลล์ BT-483 มีลักษณะเด่นทางสัณฐานวิทยาเป็นเซลล์เยื่อบุผิวและยึดเกาะในวัฒนธรรมการเพาะเลี้ยง โดยจะสร้างชั้นเซลล์เดี่ยว สายพันธุ์เซลล์นี้แสดงผลบวกต่อตัวรับเอสโตรเจน (ER+) ทำให้มีคุณค่าอย่างยิ่งในการศึกษาเกี่ยวกับมะเร็งเต้านมที่ตอบสนองต่อฮอร์โมนและบทบาทของเอสโตรเจนในการลุกลามของมะเร็งเต้านม

นักวิจัยใช้เซลล์ BT-483 เพื่อศึกษาแง่มุมต่าง ๆ ของชีววิทยาของมะเร็งเต้านม รวมถึงการส่งสัญญาณของตัวรับฮอร์โมน โปรไฟล์การแสดงออกของยีน และการตอบสนองของเซลล์ต่อการบำบัดด้วยฮอร์โมนต่าง ๆ เซลล์เหล่านี้มีความสำคัญอย่างยิ่งในการทดสอบประสิทธิภาพของยาต้านเอสโตรเจน เช่น ทาม็อกซิเฟน และยายับยั้งเอนไซม์อะโรมาเทส ซึ่งใช้กันอย่างแพร่หลายในการรักษามะเร็งเต้านมชนิด ER+ นอกจากนี้ เซลล์ BT-483 ยังเป็นแบบจำลองที่มีประโยชน์สำหรับการศึกษา กลไกของความต้านทานต่อยา การเจริญเติบโตของเนื้องอก และการแพร่กระจายของมะเร็งเต้านมที่ตอบสนองต่อฮอร์โมน

เซลล์ไลน์ BT-483 ยังทำหน้าที่เป็นเครื่องมือสำหรับการคัดกรองสารออกฤทธิ์ทางยาใหม่แบบความเข้มข้นสูง (high-throughput screening) และสำหรับการทำความเข้าใจพื้นฐานทางโมเลกุลของความหลากหลายของมะเร็งเต้านม โดยการเปรียบเทียบการตอบสนองของเซลล์ BT-483 ต่อการรักษาต่าง ๆ กับเซลล์มะเร็งเต้านมสายพันธุ์อื่น ๆ นักวิจัยสามารถระบุจุดอ่อนเฉพาะและเป้าหมายที่เป็นไปได้สำหรับการรักษา ซึ่งจะช่วยในการพัฒนาการรักษาที่มีประสิทธิภาพมากขึ้นและเฉพาะบุคคลสำหรับผู้ป่วยมะเร็งเต้านม

Organism มนุษย์

Tissue เต้านม

Disease มะเร็งเต้านมชนิดลุกลามที่ไม่สามารถจำแนกชนิดพิเศษได้

Synonyms BT483

ลักษณะ

Age 23 ปี

Gender เพศหญิง

Ethnicity ยุโรป

Morphology เยื่อบุผิว

Cell type เซลล์เยื่อบุผิว

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation BT-483 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305247)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_2319
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

Tumorigenic ใช่, ในหนูทดลองที่อัมสเตอร์ดัม/IMR; ใช่, ในหนูเมาส์ที่ไม่มีขน; ใช่, ในวุ้นอ่อน

Mutational
profile

การกลายพันธุ์: PIK3CA, p.Glu542Lys (c.1624G>A); การกลายพันธุ์: TP53 p.Met246Ile (c.738G>A)

การจัดการ

Culture
Medium

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3.1 กรัม/ลิตร กลูโคส, w: 2.5 มิลลิโมลาร์ L-กลูตามีน, w: 15 มิลลิโมลาร์ HEPES, w: 0.5 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไพรูเวต, w: 1.2 กรัม/ลิตร NaHCO3 (หมายเลขบทความ Cytion 820400a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

TrypLE Express

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

Seeding
density

1 ถึง 3 x 104 เซลล์/เซนติเมตร²

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

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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