
ข้อมูลทั่วไป

Description
A375-GFP เป็นสายพันธุ์เซลล์เมลาโนมาชนิดร้ายของมนุษย์ A375 ที่ได้รับการดัดแปลงทางพันธุกรรม เพื่อแสดงโปรตีนเรืองแสงสีเขียวแบบเสริม (eGFP) อย่างคงที่ สายเซลล์ A375 ต้นแบบมีต้นกำเนิดจากก้อนมะเร็งเมลาโนมาผิวหนังของผู้ป่วยผู้ใหญ่ และถูกใช้อย่างแพร่หลายเป็นแบบจำลองสำหรับมะเร็งเมลาโนมาผิวหนัง โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการศึกษาที่เกี่ยวข้องกับสัญญาณ BRAF ที่ก่อให้เกิดมะเร็ง เนื่องจากมันมีการกลายพันธุ์ BRAF V600E การกลายพันธุ์นี้นำไปสู่การกระตุ้นอย่างต่อเนื่องของเส้นทาง MAPK/ERK ซึ่งส่งเสริมการเพิ่มจำนวนและการอยู่รอดของเซลล์ ทำให้เซลล์ A375 มีความสำคัญอย่างยิ่งในการศึกษาการรักษาแบบมุ่งเป้า เช่น ยับยั้ง BRAF และ MEK สายพันธุ์ที่แสดง GFP นี้ยังคงรักษาลักษณะทางโมเลกุลและฟีโนไทป์เดิมไว้ พร้อมทั้งเปิดโอกาสให้ใช้ประโยชน์จากเทคนิคการตรวจวัดด้วยแสงฟลูออเรสเซนซ์

การรวมตัวที่เสถียรของรีพอร์ตเตอร์ eGFP ช่วยให้สามารถสังเกตเซลล์ A375-GFP ได้แบบเรียลไทม์ ทั้งในระบบ in vitro และ in vivo การถ่ายภาพด้วยแสงฟลูออเรสเซนซ์ช่วยในการติดตามการเพิ่มจำนวนเซลล์ การเคลื่อนที่ การรุกราน และการเปลี่ยนแปลงทางสัณฐานวิทยา รวมถึงการติดตามการเติบโตของก้อนมะเร็งและการแพร่กระจายของมะเร็งในแบบจำลอง xenograft ตัวแปร GFP ที่ได้รับการปรับปรุงนี้ให้ความสว่างและความเสถียรที่ดีขึ้นเมื่อเทียบกับโครงสร้าง GFP รุ่นก่อน ทำให้สามารถตรวจจับได้อย่างละเอียดแม้ในจำนวนเซลล์ที่น้อย ซึ่งทำให้ A375-GFP มีประโยชน์เป็นพิเศษในการทดลองการเพาะเลี้ยงร่วม (co-culture) แพลตฟอร์มการถ่ายภาพเนื้อหาสูง (high-content imaging) และการศึกษาที่ต้องการความละเอียดเชิงพื้นที่ที่แม่นยำในการวิเคราะห์พฤติกรรมของเซลล์มะเร็ง

A375-GFP ยังคงรักษาลักษณะทางฟีโนไทป์ที่ก้าวร้าวและมีการเพิ่มจำนวนอย่างรวดเร็วของสายพันธุ์เมลาโนมาต้นแบบไว้ รวมถึงการตอบสนองต่อสารยับยั้งทาง MAPK และความสามารถในการรุกรานและแพร่กระจายในแบบจำลองการทดลอง การเพิ่ม GFP เข้าไปช่วยขยายประโยชน์การใช้งานสำหรับการคัดกรองยา การถ่ายภาพเซลล์มีชีวิต และการศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่างเนื้องอกกับสภาพแวดล้อมจุลภาค เช่นเดียวกับสายเซลล์อื่น ๆ ที่ติดตัวรายงาน (reporter-labeled) แนะนำให้ตรวจสอบความเสถียรและความสม่ำเสมอของแสงฟลูออเรสเซนซ์ตลอดการเพาะเลี้ยงหลายครั้ง สำหรับการประยุกต์ใช้ในทดลองเฉพาะทาง

การดัดแปลงทางพันธุกรรม: ได้รับการดัดแปลงอย่างเสถียรผ่านกระบวนการถ่ายโอนด้วยเลนติไวรัสที่ไม่สามารถทำซ้ำได้ เพื่อแสดงโปรตีนเรพอร์เตอร์ ZsGreen1 ที่เรืองแสงสีเขียว; รักษาไว้ในรูปแบบประชากรโพลีโคลนอลภายใต้การคัดเลือกด้วยพูโรไมซิน (1–5 µg/mL). ระดับการควบคุมความปลอดภัย S1/BSL-1.

Organism มนุษย์

Tissue ขา, ผิวหนัง

Disease เมลาโนมาชนิดไม่มีสีเมลานิน

ลักษณะ

Age 54 ปี

Gender เพศหญิง

Ethnicity คอเคเชียน

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation A375-GFP (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305665)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_QZ67

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

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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Antigen
expression

ZsGreen1 (โปรตีนเรืองแสงสีเขียว)

Mutational
profile

การกลายพันธุ์: BRAF, ง่าย, p.Val600Glu (c.1799T>A), ชนิดโฮโมไซโกต (จากเซลล์ไลน์ของพ่อแม่)การกลายพันธุ์, CDKN2A, ง่าย, p.Glu61Ter (c.181G>T) (p.Gly75Val, c.224G>T), ชนิดโฮโมไซโกต (จากเซลล์สายพันธุ์ของพ่อแม่)การกลายพันธุ์, CDKN2A, ง่าย,
p.Glu69Ter (c.205G>T) (p.Gly83Val, c.248G>T), ชนิดโฮโมไซโกต (จากเซลล์สายพันธุ์ของพ่อแม่)การกลายพันธุ์, TERT, ง่าย, c.1-146C>T (c.250C>T) (C250T), ไม่ระบุ, หมายเหตุ=ในโปรโมเตอร์ (จากเซลล์ไลน์ของพ่อแม่)

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

Seeding
density

1 ถึง 3 x 104 เซลล์/เซนติเมตร²

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

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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