
ข้อมูลทั่วไป

Description
LoVo-Luc เป็นสายพันธุ์เซลล์ที่สร้างขึ้นจากสายพันธุ์เซลล์ LoVo ของมะเร็งต่อมน้ำเหลืองลำไส้ใหญ่และทวารหนักในมนุษย์ ซึ่งได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรมให้แสดงออกอย่างคงที่ของยีนรายงานลูซิเฟอเรสของหิ่งห้อย สายเซลล์ LoVo ต้นแบบถูกสร้างขึ้นจากต่อมน้ำเหลืองเหนือกระดูกไหปลาร้าด้านซ้ายที่มีการแพร่กระจายของมะเร็งต่อมน้ำเหลืองชนิดอะดีโนคาร์ซิโนมาในผู้ป่วยชายอายุ 56 ปี และถือเป็นหนึ่งในสายเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ที่ใช้กันอย่างแพร่หลายที่สุดในการวิจัยมะเร็ง เซลล์ LoVo มีรูปร่างคล้ายเซลล์เยื่อบุผิว และมีลักษณะเฉพาะคือความไม่เสถียรของไมโครแซทเทลไลต์ (MSI), การขาดการซ่อมแซมความไม่ตรงกัน (dMMR), และการแสดงออกของยีนก่อมะเร็ง เช่น Myc, myb, ras, fos และ p53. คุณสมบัติเหล่านี้ทำให้ LoVo เป็นแบบจำลองที่เหมาะสมสำหรับการศึกษาชีววิทยาของมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนักที่มีภาวะบกพร่องในการซ่อมแซมความไม่ตรงกัน (mismatch repair) รวมถึงการตอบสนองต่อการรักษา โดยเฉพาะความไวต่อการรักษาด้วยภูมิคุ้มกัน

การบูรณาการลูซิเฟอเรสที่เสถียรใน LoVo-Luc ช่วยให้สามารถถ่ายภาพชีวเรืองแสง (BLI) แบบเชิงปริมาณที่มีความไวสูง เพื่อวัดปริมาณเนื้องอกในแบบจำลองการปลูกถ่ายข้ามสายพันธุ์ (xenograft) ที่ใช้สัตว์ทดลองที่มีระบบภูมิคุ้มกันบกพร่อง สัญญาณเรืองแสงนี้มีความสัมพันธ์กับจำนวนเซลล์เนื้องอกที่ยังมีชีวิต ซึ่งสนับสนุนการติดตามผลแบบไม่รุกล้ำในระยะยาวเกี่ยวกับการฝังตัวของเนื้องอก อัตราการเติบโต และการตอบสนองต่อการรักษา LoVo-Luc มีประโยชน์อย่างยิ่งสำหรับการศึกษาในระยะก่อนคลินิกเพื่อประเมินตัวยับยั้งจุดตรวจสอบภูมิคุ้มกัน (immune checkpoint inhibitors), สารเคมีบำบัด (chemotherapeutic agents), และการรักษาแบบมุ่งเป้า
(targeted therapies) ในบริบทของมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนักที่ขาดระบบซ่อมแซมความไม่ตรงกันของดีเอ็นเอ (MMR-deficient colorectal cancer) รวมถึงการคัดกรองยาแบบผ่านปริมาณสูง (high-throughput drug screening) และการวิจัยกลไกชีวภาพของมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนัก

LoVo-Luc ยังคงรักษาลักษณะทางโมเลกุลที่ได้รับการยืนยันของสายพันธุ์ LoVo ต้นแบบไว้ รวมถึงฟีโนไทป์ MSI, โปรไฟล์การแสดงออกของยีนก่อมะเร็ง และการผลิตแอนติเจนคาร์ซิโนเอ็มบริโอเนน (CEA) ตัวรายงานลูซิเฟอเรสช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการทดลองอย่างมีนัยสำคัญ และทำให้สามารถประเมินประสิทธิภาพการรักษาแบบฟาร์มาโคไดนามิกส์แบบเรียลไทม์ได้ นักวิจัยควรตรวจสอบกิจกรรมของลูซิเฟอเรส สถานะ MMR และพลวัตการเจริญเติบโตภายใต้เงื่อนไขการทดลองเฉพาะของตนก่อนนำไปใช้ในงานวิจัยก่อนคลินิกในวงกว้าง

Organism มนุษย์

Tissue แพร่กระจาย

Disease มะเร็งลำไส้ใหญ่ชนิดอะดีโนคาร์ซิโนมา

Metastatic site ต่อมน้ำเหลืองเหนือกระดูกไหปลาร้าด้านซ้าย

ลักษณะ

Age 56 ปี

Gender ชาย

Ethnicity คอเคเชียน

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation Lovo-Luc (หมายเลขในแคตตาล็อก Cytion 305682)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_4Y03
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GMO Status GMO-S1: สายเซลล์นี้ประกอบด้วยคาสเซ็ตต์รายงานไฟร์ฟลายลูซิเฟอเรส (Luc2, โคดอน-ออปติไมซ์) ที่ถูกรวมเข้าอย่างคงที่ ซึ่งถูกนำเข้าสู่เซลล์ผ่านการถ่ายโอนเลนทิไวรัสที่ไม่สามารถทำซ้ำได้ ประชากรเซลล์โพลีโคลนอลที่ได้ถูกเก็บรักษาไว้ภายใต้การเลือกด้วยพูโรไมซิน (1–5 µg/mL) จำเป็นต้องมีการกักกัน S1 การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้นและอาจแตกต่างกันในที่อื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Antigen
expression

HLA A11, B15, B17, Cw1, Cw3, กลุ่มเลือด B, Luc2 (ไฟฟลาย, โคดอนที่ปรับให้เหมาะสม)

Isoenzymes G6PD, B, PGM1, 2, PGM3, 1-2, 6PGD, A, ES-D, 1

Oncogenes Myc +, myb + , ras +, fos +, p53 +, sis -, abl -, ros -, src -

Tumorigenic ใช่ ในหนูที่ไม่มีขน

Reverse
transcriptase

เชิงลบ

Products แอนติเจนคาร์ซิโนเอ็มบริโอนิก (CEA) 908 นาโนกรัม/10^6 เซลล์/10 วัน

Mutational
profile

การกลายพันธุ์: p.Lys437Argfs*5, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Arg1114Ter, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Met1431fs*42, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Arg2816Gln, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Leu15Phefs*41, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Arg505Cys, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์:
p.Gly13Asp, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Ala292Val, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Lys128Serfs*35, โฮโมไซโกส

การจัดการ

Culture
Medium

HAMSF12

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
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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

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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