
ข้อมูลทั่วไป

Description
สายเซลล์ GIST-T1 เป็นแบบจำลองเนื้องอกสโตรมาของระบบทางเดินอาหารในมนุษย์ (GIST) ที่ได้รับการยอมรับอย่างกว้างขวาง ซึ่งได้มาจากรอยโรคที่เยื่อหุ้มปอดซึ่งแพร่กระจายมาจากเนื้องอก GIST ที่เกิดขึ้นในกระเพาะอาหารของผู้หญิงชาวญี่ปุ่นวัยผู้ใหญ่ การวิเคราะห์ทางอิมมูโนฮิสโตเคมียืนยันผลบวกอย่างชัดเจนต่อ c-KIT (CD117) และ CD34 ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้สำคัญสองชนิดของ GIST ในขณะที่สายพันธุ์นี้ให้ผลลบต่อ desmin, S-100 และ α-smooth muscle actin ยืนยันว่าไม่มีความเกี่ยวข้องกับกล้ามเนื้อหรือระบบประสาท การศึกษาทางไซโตจีเนติกพบว่ามีโครโมโซมชุดที่ต่ำกว่าปกติ (hypodiploid) พร้อมความผิดปกติของโครโมโซมที่ซับซ้อน รวมถึงโครโมโซมวงแหวนและการสลับตำแหน่งที่ไม่สมดุลหลายตำแหน่ง การวิเคราะห์การไฮบริดแบบเปรียบเทียบทางจีโนม (CGH) และการวิเคราะห์
FISH แสดงให้เห็นการขยายระดับสูงที่บริเวณ 3q26.1-27, 5p12-15.1 และ 7q21.3-36 ซึ่งมักเกี่ยวข้องกับการขยายยีนก่อมะเร็งใน GIST

GIST-T1 มีลักษณะการลบอินเฟรม 57 นิวคลีโอไทด์ในเอ็กซอน 11 ของยีน *KIT* (V570-Y578) ซึ่งมีความเกี่ยวข้องทางคลินิกและพบได้บ่อยในผู้ป่วย GIST และเป็นเป้าหมายสำคัญของการยับยั้งไทโรซีนไคเนส เช่น อิมานิทิบ การค้นพบนี้ทำให้ GIST-T1 เป็นแบบจำลองที่สำคัญสำหรับการศึกษาการเกิดมะเร็งที่ขับเคลื่อนโดย KIT และการตอบสนองต่อการรักษา ในการเพาะเลี้ยงระยะยาว เซลล์ GIST-T1 แสดงการเพิ่มจำนวนที่คงที่และยังคงไวต่ออิมาทินิบ เว้นแต่จะถูกคัดเลือกให้มีความต้านทานโดยเฉพาะ สายพันธุ์ย่อยที่ต้านทานอนุพันธ์ของ GIST-T1 ได้ถูกสร้างขึ้นเพื่อวัตถุประสงค์ในการวิจัยและแสดงการกลายพันธุ์ของ KIT ทุติยภูมิ (เช่น D820V หรือ D820Y) ซึ่งช่วยให้สามารถศึกษาวิถีการต้านทานและการเปลี่ยนแปลงการถอดรหัสแบบปรับตัวได้ โมเดลที่ต้านทานเหล่านี้แสดงการเปลี่ยนแปลงในยีนที่เกี่ยวข้องกับการขจัดสารพิษ การควบคุมวัฏจักรเซลล์ และการหลีกเลี่ยงการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส

GIST-T1 ยังมีส่วนช่วยในการค้นพบตัวขับเคลื่อนมะเร็งชนิดใหม่ใน GIST รวมถึงยีนฟิวชั่น เช่น EXOC2-AK7 ซึ่งถูกระบุในสายพันธุ์ที่ดื้อต่อยาอิมาทินิบ การศึกษาเชิงหน้าที่แสดงให้เห็นว่ายีนฟิวชั่นเหล่านี้เพิ่มความสามารถในการแบ่งตัวและการเคลื่อนที่ของเซลล์ GIST และทำให้เซลล์ไวต่อยาอิมาทินิบมากขึ้น ซึ่งชี้ให้เห็นถึงแนวทางการรักษาใหม่ การมีอยู่ของ super-enhancers ที่เกี่ยวข้องกับ GIST และเครือข่ายของปัจจัยการถอดรหัส (เช่น HAND1 ในการแพร่กระจาย) ช่วยเสริมความน่าเชื่อถือของโมเดลในการถอดรหัสสถาปัตยกรรมทางอีพิเจเนติกส์และการถอดรหัสของ GIST มากยิ่งขึ้น โดยรวมแล้ว GIST-T1 เป็นระบบที่แข็งแกร่งและได้รับการยืนยันทั้งทางพันธุกรรมและทางฟีโนไทป์สำหรับการศึกษาชีววิทยา การตอบสนองต่อยา และกลไกการดื้อยาของเนื้องอกในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของระบบทางเดินอาหาร

Organism มนุษย์

Tissue แพร่กระจาย

Disease เนื้องอกสโตรมาของระบบทางเดินอาหารและลำไส้

Metastatic site น้ำในช่องเยื่อหุ้มปอด

Synonyms GIST-T-1, GISTT1, T1

ลักษณะ

Age 47 ปี

Gender เพศหญิง

Ethnicity ญี่ปุ่น

Cell type เซลล์คาจาลของอินเตอร์สติเชียล

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation GIST-T1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305777)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606
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CellosaurusAccession CVCL_4976

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Mutational
profile

การกลายพันธุ์: KIT, ชนิดง่าย, p.Val560_Tyr578del (c.1679_1735del), ชนิดฮีเทอโรไซโกต

การจัดการ

Culture
Medium

RPMI 1640, w: 2.0 mM กลูตามีนเสถียร, w: 2.0 กรัม/ลิตร NaHCO3 (หมายเลขบทความ Cytion 820700a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Doubling time 48 ชั่วโมง

Seeding
density

1 ถึง 4 x 104 เซลล์/ซม.

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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