
ข้อมูลทั่วไป

Description
U251 MG/TMZ เป็นอนุพันธ์ที่ต้านทานเทโมโซโลไมด์ของเซลล์ไลน์ U251 MG ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งสมองชนิดกลิโอบลาสโตมาของมนุษย์ โดยเซลล์ไลน์ U251 MG ต้นแบบถูกสร้างขึ้นจากเนื้องอกกลิโอบลาสโตมาชนิดร้ายแรงของผู้ป่วยผู้ใหญ่ และถูกนำมาใช้กันอย่างแพร่หลายเป็นแบบจำลองของเนื้องอกชนิดแอสโตรไซต์สูง เซลล์ U251 MG/TMZ ถูกสร้างขึ้นโดยการสัมผัสกับเทโมโซโลไมด์ (TMZ) ซึ่งเป็นสารเคมีที่ใช้ในการรักษามะเร็งสมองชนิดกลีโอโบลาสโตมา ในความเข้มข้นที่เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลานานกับเซลล์ต้นกำเนิด U251 MG กระบวนการคัดเลือกนี้ส่งผลให้เกิดฟีโนไทป์ที่เสถียรซึ่งมีลักษณะเด่นคือมีความไวต่อความเป็นพิษที่เกิดจาก TMZ ลดลงอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับสายพันธุ์ต้นกำเนิด

ในเชิงกลไก ความต้านทานต่อ TMZ ในเซลล์ U251 MG/TMZ มักเกี่ยวข้องกับการเพิ่มระดับของเอนไซม์ O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) การเพิ่มความสามารถในการซ่อมแซมความเสียหายของดีเอ็นเอ การเปลี่ยนแปลงในวิถีการซ่อมแซมความไม่สอดคล้องกัน และการกระตุ้นของกระบวนการส่งสัญญาณที่ส่งเสริมการอยู่รอด เซลล์ที่ดื้อยามักแสดงการลดลงของการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสหลังการสัมผัสกับ TMZ โดยมีการกระตุ้นแคสเปสลดลงและการมีส่วนร่วมของเส้นทางไมโตคอนเดรียที่อ่อนแอลง การปรับตัวทางโมเลกุลเพิ่มเติมอาจรวมถึงการควบคุมที่ไม่สมดุลของเส้นทางสัญญาณ PI3K/AKT, MAPK, NF-κB หรือ STAT3 รวมถึงการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของตัวขนส่งยาและเครื่องหมายที่เกี่ยวข้องกับสเต็มเซลล์ ขึ้นอยู่กับวิธีการคัดเลือกที่ใช้

เซลล์ U251 MG/TMZ ยังคงการเจริญเติบโตแบบเกาะติดและมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาคล้ายกับเซลล์ต้นกำเนิด แต่แสดงค่า IC50 ของ TMZ ที่สูงกว่าและมีการเพิ่มจำนวนอย่างต่อเนื่องภายใต้แรงกดดันของยา โมเดลนี้ถูกใช้อย่างแพร่หลายในการศึกษาวิถีทางของภาวะดื้อยาเคมีที่เกิดภายหลัง การระบุตัวบ่งชี้ทางชีวภาพที่ทำนายการตอบสนองต่อการรักษา และการประเมินกลยุทธ์การผสมผสานรูปแบบใหม่ที่มีเป้าหมายเพื่อเอาชนะความดื้อต่อ TMZ ดังนั้น U251 MG/TMZ จึงเป็นแพลตฟอร์มในหลอดทดลองที่มีความเกี่ยวข้องทางคลินิกสำหรับการศึกษาความล้มเหลวของการรักษาและจุดอ่อนในการรักษาในผู้ป่วยกลีโอบลาสโตมา

Organism มนุษย์

Tissue สมอง

Disease แอสโตรไซโตมา

Metastatic site ตำแหน่งของเนื้องอกหลัก (สมอง)

Applications การวิจัยการดื้อยา TMZ ในเนื้องอกสมองชนิดกลิโอบลาสโตมา; กลไกการดื้อยาเคมีที่เกิดภายหลัง; การแสดงออกของยีน MGMT มากเกินไป; เส้นทางการซ่อมแซมความไม่ตรงกันของดีเอ็นเอ; สัญญาณชี้นำการอยู่รอด PI3K/AKT/MAPK/NF-κB; การประเมินประสิทธิภาพของสารที่สามารถเอาชนะการดื้อยา TMZ; การสร้างแบบจำลองการกลับเป็นซ้ำของ GBM; การค้นพบตัวบ่งชี้ทางชีวภาพของการดื้อยา

Synonyms U-251MG, U-251-MG, U-251_MG, U251-MG, U251MG, U-251, U251, U251n, U251N, 251 MG, 251MG

ลักษณะ

Age 75 ปี

Gender ชาย

Ethnicity คอเคเชียน

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Cell type เซลล์เกลีย (แอสโตรไซต์)

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation U251 MG/TMZ (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305884)

Biosafety level 1
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NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession ไม่ได้กำหนด (U251 MG/TMZ เป็นสายพันธุ์ย่อยที่ดื้อต่อ TMZ ที่คัดเลือก; พ่อแม่พันธุ์ U251 MG CVCL_0021)

GMO Status ไม่มีการดัดแปลงพันธุกรรม; ความต้านทานต่อ TMZ ได้มาจากการคัดเลือกแบบเป็นขั้นตอนภายใต้ความเข้มข้นของ TMZ ที่เพิ่มขึ้น (ลักษณะทางพันธุกรรมที่ไม่ได้รับการดัดแปลง)

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Tumorigenic SMRV: ลบ, ยืนยันโดย Real-Time PCR

Mutational
profile

ทนต่อ TMZ

การจัดการ

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 เติมสารอาหารลงในอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10% และ Temozolomid (TMZ) 50 µM

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Doubling time ประมาณ 36 ถึง 48 ชั่วโมง (สายพันธุ์ย่อยที่ต้านทาน TMZ มักจะแพร่กระจายช้ากว่าสายพันธุ์ต้นกำเนิด)

Split ratio 1 ถึง 3

Seeding
density

1 ถึง 3 × 10⁴ เซลล์/ตารางเซนติเมตร

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ
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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 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

Flask Coating ไม่มี

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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