
ข้อมูลทั่วไป

Description
HCT116-GFP เป็นสายพันธุ์ที่ได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรมจากสายเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ HCT116 ซึ่งได้รับการออกแบบให้แสดงโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (GFP) อย่างต่อเนื่อง สายเซลล์ HCT116 ต้นแบบมีต้นกำเนิดจากมะเร็งลำไส้ใหญ่ของผู้ป่วยผู้ใหญ่ และถูกใช้อย่างแพร่หลายเป็นแบบจำลองของมะเร็งลำไส้ใหญ่ที่มีภาวะขาดการซ่อมแซมความไม่ตรงกัน (MMR-deficient) การวิเคราะห์ทางไซโตเจเนติกส์ได้แสดงให้เห็นว่าเซลล์ HCT116 มักมีแบบโครโมโซมที่ใกล้เคียงกับแบบไดพลอยด์ พร้อมด้วยความเปลี่ยนแปลงของโครโมโซมที่ชัดเจน ซึ่งรวมถึงการจัดเรียงโครงสร้างใหม่และการเปลี่ยนแปลงจำนวนสำเนา ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของเนื้องอกลำไส้ใหญ่และทวารหนักที่มีภาวะไม่เสถียรของไมโครแซทเทลไลต์ (MSI-positive) การนำยีนรายงาน GFP เข้ามาใช้ช่วยให้สามารถสังเกตพฤติกรรมของเซลล์แบบเรียลไทม์ได้ โดยไม่เปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางพันธุกรรมและฟีโนไทป์ที่เป็นธรรมชาติของสายพันธุ์ต้นแบบอย่างมีนัยสำคัญ

การติดฉลาก GFP ในเซลล์ HCT116-GFP มักทำได้ผ่านการทรานส์เฟกชันที่เสถียร ซึ่งให้ผลเป็นแสงฟลูออเรสเซนต์ที่สม่ำเสมอ ช่วยให้การถ่ายภาพเซลล์สด การติดตามเซลล์ และการวิเคราะห์เชิงปริมาณเกี่ยวกับการเพิ่มจำนวน การเคลื่อนที่ และพลวัตการเติบโตของเนื้องอกเป็นไปได้อย่างสะดวก การดัดแปลงนี้มีประโยชน์อย่างยิ่งในการทดลองในหลอดทดลอง (in vitro) และในแบบจำลองการปลูกถ่ายเนื้อเยื่อต่างชนิดในร่างกาย (in vivo xenograft models) ซึ่งการแสดงออกของ GFP ช่วยให้สามารถติดตามการพัฒนาของเนื้องอก การแพร่กระจายของมะเร็ง และการตอบสนองต่อการรักษาแบบไม่รุกล้ำได้ วิธีการวิเคราะห์ลักษณะทางฟีโนไทป์ที่ใช้แสงฟลูออเรสเซนส์ได้แสดงให้เห็นว่า สายพันธุ์เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ รวมถึง HCT116 มีลักษณะเฉพาะภายในเซลล์ที่สามารถตรวจจับได้ผ่านวิธีการที่ใช้การถ่ายภาพ ซึ่งสนับสนุนประโยชน์ของตัวรายงานฟลูออเรสเซนส์ เช่น GFP สำหรับการคัดกรองแบบเนื้อหาสูง (high-content screening)

HCT116-GFP เป็นเครื่องมือที่เชื่อถือได้สำหรับการศึกษาชีววิทยาของมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนัก โดยช่วยให้สามารถวิเคราะห์พฤติกรรมของเซลล์มะเร็ง การปฏิสัมพันธ์ในสภาพแวดล้อมจุลภาค และประสิทธิภาพการรักษาได้อย่างละเอียด ทั้งในบริบทการวิจัยพื้นฐานและการวิจัยเชิงประยุกต์

การดัดแปลงทางพันธุกรรม: ได้รับการดัดแปลงอย่างเสถียรผ่านกระบวนการถ่ายโอนด้วยเลนติไวรัสที่ไม่สามารถทำซ้ำได้ เพื่อแสดงตัวบ่งชี้โปรตีนเรืองแสงสีเขียว ZsGreen1; รักษาไว้ในรูปแบบประชากรโพลีโคลนอลภายใต้การคัดเลือกด้วยพูโรไมซิน (1–5 µg/mL) ระดับความปลอดภัย S1/BSL-1

Organism มนุษย์

Tissue ลำไส้ใหญ่

Disease มะเร็งลำไส้ใหญ่

Synonyms HCT-116, HCT.116, HCT_116, HCT116, HCT116wt, HCT-116/P, HCT-116/parental, CoCL2

ลักษณะ

Age 48 ปี

Gender ชาย

Ethnicity คอเคเชียน

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation HCT116-GFP (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305649)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0291

GMO Status GMO-S1: สายเซลล์นี้ประกอบด้วยโปรตีนเรืองแสงสีเขียว ZsGreen1 ที่ถูกรวมเข้ากับจีโนมอย่างคงที่ ซึ่งถูกนำเข้าสู่เซลล์ผ่านการถ่ายโอนยีนด้วยไวรัสเลนติไวรัสที่ไม่สามารถทำซ้ำได้ ประชากรเซลล์โพลีโคลนอลที่ได้ถูกเก็บรักษาไว้ภายใต้การเลือกด้วยพูโรไมซิน (1–5 µg/mL) จำเป็นต้องมีการกักกัน S1 การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้นและอาจแตกต่างกันในที่อื่น
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

Antigen
expression

ZsGreen1 (โปรตีนเรืองแสงสีเขียว)

Mutational
profile

การกลายพันธุ์: p.Lys437Argfs*5, ชนิดโฮโมไซโกต; การกลายพันธุ์: p.Ile2675Aspfs*6, ชนิดเฮเทอโรไซโกต; การกลายพันธุ์: p.Arg24Serfs*20, ชนิดเฮเทอโรไซโกต; การกลายพันธุ์: p.Glu33Argfs*20, ชนิดเฮเทอโรไซโกต; การกลายพันธุ์: p.Asp74fs*21, Heterozygous; การกลายพันธุ์:
p.Ser45del, Heterozygous; การกลายพันธุ์: p.Met1470Cysfs*22, Heterozygous; การกลายพันธุ์: p.Asn1700Thrfs*9, Heterozygous; การกลายพันธุ์: p.Gly13Asp,
Heterozygous; การกลายพันธุ์: p.His1047Arg, Heterozygous; การกลายพันธุ์: p.Leu450Ter, Heterozygous; การกลายพันธุ์: p.Lys128Serfs*35, Homozygous

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 เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Doubling time 27 ชั่วโมง ; 17.1 ชั่วโมง ; 22 ชั่วโมง ; 25.02 ชั่วโมง ; 36 ชั่วโมง ; 18.14 +- 0.051 ชั่วโมง ; ~25-48 ชั่วโมง ; 17.4 ชั่วโมง ; ~21 ชั่วโมง

Seeding
density

2 ถึง 4 x 104 เซลล์/ซม.

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
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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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