
ข้อมูลทั่วไป

Description
GP2d เป็นสายพันธุ์เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนักชนิดอะดีโนคาร์ซิโนมาของมนุษย์ที่ได้มาจากเนื้องอกลำไส้ใหญ่ที่มีการแยกตัวต่ำ สายพันธุ์นี้ถูกสร้างขึ้นพร้อมกับสายพันธุ์พี่น้องคือ GPSd จากตัวอย่างอะดีโนคาร์ซิโนมาเดียวกัน แม้ว่าทั้งสองสายพันธุ์จะมีการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมที่คล้ายคลึงกันซึ่งสอดคล้องกับรูปแบบที่พบได้บ่อยในมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนัก รวมถึงการซ้ำซ้อนแบบกลับด้านที่เกี่ยวข้องกับโครโมโซม 10q11-q21 แต่พวกมันมีความแตกต่างอย่างชัดเจนในด้านลักษณะทางฟีโนไทป์และพฤติกรรมของเซลล์ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ไม่พบการเคลื่อนย้ายที่เกี่ยวข้องกับยีนต้นแบบของโปรตีนที่ก่อให้เกิดมะเร็ง (ret proto-oncogene) ซึ่งถูกกำหนดตำแหน่งในบริเวณโครโมโซมนี้ โดยการวิเคราะห์ด้วยวิธี Southern blot ซึ่งบ่งชี้ว่าการซ้ำซ้อนนี้ไม่ได้รบกวนยีนดังกล่าวโดยตรง

เซลล์ GP2d แสดงรูปแบบการเจริญเติบโตที่เหนียวแน่นและแผ่ขยายจากขอบของไมโครโคโลนีเพื่อสร้างชั้นเดียวของเซลล์เยื่อบุผิวที่เชื่อมต่อกัน รูปร่างนี้มาพร้อมกับรูปแบบการแสดงออกที่ชัดเจนของโมเลกุลยึดเกาะ เช่น α2-integrin, desmoplakin และ E-cadherin ซึ่งทั้งหมดนี้มีบทบาทในการรักษาความสมบูรณ์ของเยื่อบุผิว ในเชิงหน้าที่ เซลล์ GP2d ตอบสนองต่อปัจจัยการเจริญเติบโตของผิวหนัง (EGF), ปัจจัยการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อ (TGFα), และอินซูลินอย่างชัดเจน ซึ่งแสดงให้เห็นจากการเพิ่มจำนวนเซลล์ที่ตอบสนองต่อลิแกนด์เหล่านี้ ที่น่าสนใจคือ ทั้ง GP2d และ GPSd แสดงจำนวนตัวรับ EGF ที่ใกล้เคียงกัน แต่มีความแตกต่างในการแสดงออกของลิแกนด์ตัวรับ EGF โดยเซลล์ GP2d มี mRNA ของแอมฟิเรกูลินในปริมาณมาก ในขณะที่ GPSd
แสดงออก mRNA ของ TGFα เป็นหลัก โดยมีแอมฟิเรกูลินน้อยมากหรือไม่มีเลย ซึ่งสอดคล้องกับการตอบสนองทางชีวภาพที่แตกต่างกันที่พบ

คุณลักษณะเหล่านี้ทำให้ GP2d เป็นแบบจำลองที่มีคุณค่าสำหรับการศึกษาการควบคุมการส่งสัญญาณของปัจจัยการเจริญเติบโตและการยึดเกาะของเซลล์ในมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนัก ความไวต่อการกระตุ้นจากเส้นทาง EGF และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์เยื่อบุผิวที่แตกต่างชัดเจนเน้นย้ำถึงประโยชน์ในการศึกษาการแยกแยะและการเพิ่มจำนวนของเซลล์มะเร็ง นอกจากนี้ การมีต้นกำเนิดร่วมกันกับ GPSd ยังเอื้อต่อการศึกษาเปรียบเทียบความแปรผันของโคลนภายในเนื้องอก โดยเฉพาะในบริบทของพลวัตของลิแกนด์-ตัวรับและการตอบสนองต่อการเปลี่ยนผ่านจากเยื่อบุผิวไปเป็นเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (EMT)

Organism มนุษย์

Tissue ลำไส้ใหญ่

Disease อะดีโนคาร์ซิโนมา

Synonyms จีพี2ดี, จีพี2ดี, จีพี2ดี

ลักษณะ

Age 71 ปี

Gender เพศหญิง

Ethnicity คอเคเชียน

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation GP2D (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305778)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_2450

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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Mutational
profile

การกลายพันธุ์: KRAS, ง่าย, p.Gly12Asp (c.35G>A), Heterozygous, TP53

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 เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

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

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน (รวมถึง FBS) + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ หรือ CM-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 800100) ซึ่งรวมถึงสารป้องกันออสโมติกและสารรักษาเสถียรภาพเมตาบอลิซึมที่ได้รับการปรับให้เหมาะสมเพื่อเพิ่มการฟื้นตัวและลดความเครียดที่เกิดจากการแช่แข็ง

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

Cytion GmbH | ถนนนิโคลา-เทสลา 3 | 69124 เฮิรธเบิร์ก | เยอรมนี
โทร: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com

2

Product sheet

เซลล์ GP2D | 305778



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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