
ข้อมูลทั่วไป

Description
HT55 เป็นสายพันธุ์เซลล์มะเร็งต่อมน้ำเหลืองชนิด adenocarcinoma ของมนุษย์ที่แยกได้จากก้อนมะเร็งในลำไส้ใหญ่ส่วนปลายของผู้หญิงชาวคอเคเซียนอายุ 54 ปี สายพันธุ์นี้เจริญเติบโตเป็นชั้นเดียวที่เกาะติดกับผิวหน้าและมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาคล้ายกับเซลล์เยื่อบุผิว และได้รับการจดทะเบียนในฐานข้อมูล Cellosaurus ภายใต้รหัส CVCL_1294 HT55 มีหลายการกลายพันธุ์แบบสูญเสียการทำงานทั้งแบบเฮเทอโรไซกัสและโฮโมไซกัสในยีน APC (adenomatous polyposis coli) ซึ่งเป็นยีนกดการเกิดเนื้องอกมะเร็งลำไส้ใหญ่ รวมถึง p.Gln1131Ter,
p.Gln1303Ter, p.Arg1463Ser, p.Asn581Tyr และ p.Lys241Ter (ทั้งหมดเป็นแบบเฮเทอโรไซกัส) รวมถึงการแทนที่แบบโฮโมไซกัส p.Arg213Leu โปรไฟล์การกลายพันธุ์นี้ทำให้ HT55 เป็นแบบจำลองที่มีความเกี่ยวข้องทางชีวภาพของการเกิดมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนักที่ขับเคลื่อนโดย APC ซึ่งสะท้อนถึงการผิดปกติของวิถี WNT แบบดั้งเดิมที่เป็นตัวขับเคลื่อนมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนักในมนุษย์ส่วนใหญ่

HT55 ถูกใช้อย่างแพร่หลายในการวิจัยมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนักสำหรับการศึกษาการส่งสัญญาณ WNT/β-catenin, การทำงานของยีนกดการเกิดเนื้องอก APC, ความไวต่อยาและการดื้อต่อยา, และการประเมินก่อนการทดลองทางคลินิกของยาที่มีเป้าหมายต่อส่วนประกอบของเส้นทาง WNT สายพันธุ์นี้เหมาะสำหรับการทดสอบทางเภสัชวิทยาในหลอดทดลองและการศึกษาการปลูกถ่ายเซลล์ในหนูที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่อง โดยให้แพลตฟอร์มในหลอดทดลองที่เกาะติดและจัดการได้ง่ายสำหรับการวิจัยเชิงกลไกและการวิจัยเชิงแปลในมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนัก การมีอยู่ของการกลายพันธุ์แบบตัดทอน APC หลายตำแหน่งทำให้ HT55 เป็นตัวแทนของชนิดย่อยของมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนักที่มีความคงตัวของไมโครแซทเทลไลท์แต่ไม่เสถียรของโครโมโซม ซึ่งมักเกิดจากการสูญเสียการทำงานของ APC

HT55 ถูกเก็บรักษาใน EMEM (MEM Eagle, w: 2 mM L-Glutamine, w: 2.2 g/L NaHCO3, w: EBSS; หมายเลขบทความ Cytion 820100a) เสริมด้วย FBS 10% ที่อุณหภูมิ 37°C ในบรรยากาศที่มีความชื้นและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5%
เซลล์จะถูกเพาะเลี้ยงต่อโดยใช้ Accutase เมื่อเซลล์เจริญเติบโตจนมีความหนาแน่นประมาณ 80–90% โดยแนะนำให้แบ่งเซลล์ในอัตราส่วน 1:3 ถึง 1:5 และมีความหนาแน่นในการเพาะเลี้ยง 1–3 × 10⁴ เซลล์/cm² สารอาหารจะถูกเปลี่ยนใหม่ทุก 2–3 วัน ระยะเวลาในการเพิ่มจำนวนเซลล์เป็นสองเท่าประมาณ 28 ชั่วโมง

Organism มนุษย์

Tissue ลำไส้ตรง

Disease อะดีโนคาร์ซิโนมา

Applications การวิจัยมะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนัก; การศึกษาเส้นทาง WNT/APC; การทดสอบความไวต่อยาและการดื้อยา; มะเร็งวิทยาในระยะก่อนคลินิก; แบบจำลองการปลูกถ่ายเซลล์ในสัตว์; การประเมินการบำบัดแบบมุ่งเป้า

Synonyms HT55

ลักษณะ

Age 54 ปี

Gender เพศหญิง

Ethnicity คอเคเชียน

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Cell type เซลล์เยื่อบุผิว

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation HT55 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305018)

Biosafety level 1
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NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1294

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Mutational
profile

การกลายพันธุ์: p.Gln1131Ter, Heterozygous; การกลายพันธุ์: p.Gln1303Ter, Heterozygous; การกลายพันธุ์: p.Arg1463Ser, Heterozygous; การกลายพันธุ์: p.Asn581Tyr,
Heterozygous; การกลายพันธุ์: p.Lys241Ter, Heterozygous; การกลายพันธุ์: p.Arg213Leu, ชนิดโฮโมไซโกต

การจัดการ

Culture
Medium

EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamine, w: 2.2 g/L NaHCO3, w: EBSS (หมายเลขบทความ Cytion 820100a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Doubling time 28 ชั่วโมง

Subculturing นำอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกจากเซลล์ที่เกาะติดและล้างด้วย PBS ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม สำหรับขวด T25 ให้ใช้ PBS 3-5 มล. และสำหรับขวด T75 ให้ใช้ 5-10 มล. จากนั้น ปิดเซลล์ให้ทั่วด้วย Accutase โดยใช้ 1-2 มล. สำหรับขวด T25 และ 2.5 มล. สำหรับขวด T75 ปล่อยให้เซลล์อยู่ในอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 8-10 นาทีเพื่อให้เซลล์หลุดออกจากกัน หลังจากการบ่ม ให้ผสมเซลล์อย่างเบามือกับอาหารเลี้ยงเซลล์ 10 มิลลิลิตรเพื่อทำให้เซลล์แขวนลอยอีกครั้ง จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ 300×g เป็นเวลา 3 นาที เทส่วนใสทิ้ง แขวนเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ และถ่ายเซลล์ไปยังขวดเพาะเลี้ยงใหม่ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ไว้แล้ว

Split ratio 1 ถึง 5

Seeding
density

1 ถึง 3 x 104 เซลล์/เซนติเมตร²

Fluid renewal ทุก 2 ถึง 3 วัน

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
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