
ข้อมูลทั่วไป

Description
HCT 116-Luc เป็นสายพันธุ์ที่แสดงลูซิเฟอเรส ซึ่งพัฒนาจากสายพันธุ์เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่และทวารหนักของมนุษย์ HCT 116 สายเซลล์นี้ถูกสร้างขึ้นโดยการถ่ายโอนยีนด้วยคอนสตรัคต์ที่เข้ารหัสลูซิเฟอเรสของหิ่งห้อยจาก Photinus pyralis ร่วมกับคาสเซ็ตต์ต้านทานพูโรไมซิน (pac) ดังนั้นการแสดงออกของรีพอร์ตเตอร์จึงเป็นแบบคงที่ (constitutive) แทนที่จะขึ้นอยู่กับเส้นทางชีวภาพ ดังนั้น สัญญาณชีวเรืองแสงจึงเป็นสัดส่วนกับจำนวนเซลล์ที่ยังมีชีวิต ซึ่งทำให้โมเดลนี้เหมาะสมสำหรับการติดตามปริมาณเนื้องอกในร่างกาย (in vivo) แบบไม่รุกล้ำ และสำหรับการวัดปริมาณเซลล์ที่ยังมีชีวิตและการเพิ่มจำนวนเซลล์อย่างรวดเร็วบนแผ่นเพาะเลี้ยง (in vitro)

สายพันธุ์ HCT 116 ต้นแบบยังคงรักษาลักษณะเฉพาะตัวไว้ในสายพันธุ์ที่พัฒนาขึ้นนี้ รวมถึงความไม่เสถียรของไมโครแซทเทลไลต์พร้อมกับการซ่อมแซมความผิดพลาดของดีเอ็นเอที่บกพร่อง, TP53 แบบไวลด์ไทป์, และแบบโครโมโซมที่ใกล้เคียงกับไดพลอยด์ พื้นหลังการกลายพันธุ์ของมันประกอบด้วย KRAS p.Gly13Asp, PIK3CA p.His1047Arg, CTNNB1 p.Ser45del แบบเฮเทอโรไซกัสที่ช่วยเสถียรภาพของ β-catenin และกระตุ้นสัญญาณ Wnt แบบคงที่, รวมถึงการกลายพันธุ์แบบเฟรมชิฟต์แบบโฮโมไซกัสใน TGFBR2 และ ACVR2A
ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของมะเร็งลำไส้ใหญ่แบบ MSI. มีตัวแปรเพิ่มเติมใน CDKN2A, EP300, BRCA2 และ PPM1D การบูรณาการตัวรายงานอย่างมั่นคงช่วยให้สามารถถ่ายภาพตามแนวเวลาของ xenograft แบบ orthotopic และ subcutaneous ในสัตว์เดียวกันได้ ซึ่งช่วยลดขนาดกลุ่มตัวอย่างและขจัดความจำเป็นในการกำหนดจุดสิ้นสุดที่แต่ละช่วงเวลา การคัดเลือกด้วย Puromycin ใช้เพื่อรักษาทรานส์เจนไว้ระหว่างการขยายพันธุ์ตามปกติ

สายเซลล์นี้ถูกนำไปใช้อย่างแพร่หลายในด้านการวิจัยมะเร็งก่อนคลินิก ในการศึกษาประสิทธิภาพของสารก่อพิษต่อเซลล์และสารเป้าหมาย ในแบบจำลองการแพร่กระจายและการหาตำแหน่งของก้อนมะเร็ง รวมถึงในการคัดกรองความเป็นพิษต่อเซลล์แบบ high-throughput ซึ่งการอ่านค่าด้วยแสงเรือง (luminescent readout) ให้ช่วงไดนามิกที่กว้างกว่าการทดสอบแบบวัดสี (colorimetric assays) เนื่องจากการแสดงออกของลูซิเฟอเรสไม่อยู่ภายใต้การควบคุมแบบเหนี่ยวนำ สัญญาณจึงรายงานจำนวนเซลล์และสถานะการเผาผลาญมากกว่ากิจกรรมของเส้นทางชีวภาพเฉพาะ ดังนั้น สารที่เปลี่ยนแปลงระดับ ATP หรือการเผาผลาญของเซลล์จึงสามารถส่งผลต่อความเรืองแสงได้โดยไม่ขึ้นอยู่กับการทำลายเซลล์ แนะนำให้ใช้การทดสอบความมีชีวิตของเซลล์แบบออร์โธโกนัลเพื่อยืนยันผล และควรพิจารณาถึงพื้นหลังของ HCT 116 ที่ขาดระบบซ่อมแซมความไม่ตรงกัน (mismatch repair) เมื่อตีความผลการตอบสนองต่อสารที่ทำลาย DNA และการรักษาที่ปรับเปลี่ยนระบบภูมิคุ้มกัน

Organism มนุษย์

Tissue ลำไส้ใหญ่

Disease มะเร็งลำไส้ใหญ่

ลักษณะ

Age 48 ปี

Gender ชาย

Ethnicity คอเคเชียน

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation HCT116-Luc (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305787)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_C8WT

GMO Status GMO-S1: สายเซลล์นี้ประกอบด้วยคาสเซ็ตต์รายงานไฟร์ฟลายลูซิเฟอเรส (Luc2, โคดอน-ออปติไมซ์) ที่ถูกรวมเข้าอย่างคงที่ ซึ่งถูกนำเข้าสู่เซลล์ผ่านการถ่ายโอนเลนทิไวรัสที่ไม่สามารถทำซ้ำได้ ประชากรเซลล์โพลีโคลนอลที่ได้ถูกเก็บรักษาไว้ภายใต้การเลือกด้วยพูโรไมซิน (1–5 µg/mL) จำเป็นต้องมีการกักกัน S1 การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้นและอาจแตกต่างกันในที่อื่น
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

Antigen
expression

Luc2 (ไฟลั๊ก, โคดอน-ออปติไมซ์)

Mutational
profile

การกลายพันธุ์: p.Lys437Argfs*5, โฮโมไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Ile2675Aspfs*6, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Arg24Serfs*20, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Ser45del, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Met1470Cysfs*22, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์:
p.Asn1700Thrfs*9, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Gly13Asp, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.His1047Arg, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Leu450Ter, เฮเทอโรไซโกส; การกลายพันธุ์: p.Lys128Serfs*35, โฮโมไซโกส

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

Seeding
density

1–3 × 10⁴/cm²

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
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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

Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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