
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ไลน์ KATO-III เป็นแบบจำลองมะเร็งกระเพาะอาหารของมนุษย์ที่ได้มาจากตำแหน่งที่มีการแพร่กระจายของมะเร็งต่อมชนิดอะดีโนคาร์ซิโนมาที่มีการแยกตัวต่ำ เซลล์เหล่านี้ถูกนำมาใช้กันอย่างแพร่หลายในงานวิจัยที่มุ่งเน้นไปที่มะเร็งกระเพาะอาหาร โดยเฉพาะอย่างยิ่งในการศึกษาเกี่ยวกับกลไกทางโมเลกุลที่ขับเคลื่อนการเจริญเติบโตของเนื้องอก การดื้อยา และการแพร่กระจายเซลล์ KATO-III แสดงลักษณะโครโมโซมผิดปกติ (aneuploid karyotype) ซึ่งมีลักษณะเด่นคือมีความผิดปกติของโครโมโซมหลายตำแหน่ง ซึ่งส่งผลให้เกิดลักษณะทางมะเร็งที่รุนแรง เซลล์เหล่านี้ขาดโปรตีน p53 อย่างชัดเจน ซึ่งเป็นลักษณะที่มักสัมพันธ์กับการเพิ่มความสามารถในการก่อเนื้องอกและการตอบสนองต่อเคมีบำบัดที่เปลี่ยนแปลงไป ทำให้เซลล์เหล่านี้เป็นเครื่องมือที่มีคุณค่าในการศึกษาบทบาทของ p53 ในมะเร็งกระเพาะอาหาร

เซลล์ KATO-III เติบโตในสภาพแขวนลอยและมีลักษณะรูปร่างกลม พวกมันมีความสามารถในการแบ่งตัวสูง ทำให้เหมาะสำหรับการใช้งานในหลอดทดลองต่างๆ รวมถึงการคัดกรองยาและการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ เซลล์เหล่านี้ยังถูกใช้ในการศึกษาเส้นทางการส่งสัญญาณของเซลล์ เนื่องจากสัญญาณที่ผิดปกติของพวกมันเป็นลักษณะเด่นของการเกิดมะเร็งกระเพาะอาหารนักวิจัยมักใช้เซลล์ KATO-III ในการศึกษาประสิทธิภาพของสารออกฤทธิ์ทางยาใหม่ ๆ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสารที่มุ่งเป้าไปที่ HER2, EGFR และเส้นทางก่อมะเร็งอื่น ๆ ที่เกี่ยวข้อง สายพันธุ์เซลล์นี้มีความสำคัญอย่างยิ่งต่อการพัฒนาความเข้าใจในชีววิทยาของมะเร็งกระเพาะอาหาร และการพัฒนาการรักษาแบบมุ่งเป้าเพื่อปรับปรุงผลลัพธ์ของผู้ป่วย

Organism มนุษย์

Tissue กระเพาะอาหาร

Disease อะดีโนคาร์ซิโนมา

Metastatic site น้ำในช่องเยื่อหุ้มปอด

Synonyms คาโตะที่ 3, คาโตะ-III, คาโตะ III, คาโตะIII, คาโตะIII, คาโตะ 3, JTC-28, การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชญี่ปุ่น-28

ลักษณะ

Age 57 ปี

Gender ชาย

Ethnicity เอเชีย

Morphology ทรงกลม

Growth
properties

ติดแน่น/แขวนลอย

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation KATO-III (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300381)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0371
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

Protein
expression

P53 เป็นลบ, CEA เป็นบวก

Antigen
expression

กรุ๊ปเลือด B, Rh+

Isoenzymes PGM3, 1, PGM1, 1, ES-D, 1, AK-1, 1, GLO-1, 2, G6PD, B, ความถี่ของฟีโนไทป์: 0.0742

Tumorigenic ใช่ ในกระพุ้งแก้มของแฮมสเตอร์ที่ได้รับการรักษาด้วยเซรั่มแอนติไทมูไซต์ ไม่ก่อให้เกิดเนื้องอกในหนูเมาส์ที่ไม่มีขน

Karyotype จำนวนโครโมโซมของสเต็มไลน์เป็นแบบสมมติเตตระพลอยด์ โดยมีองค์ประกอบ 2S เกิดขึ้นที่ 6.2% มีเครื่องหมาย 9 ตัวที่พบในเมทาเฟส S ส่วนใหญ่ และมีเครื่องหมาย 4 ตัวที่พบไม่บ่อยนัก มีหนึ่ง (บางครั้งพบ 2 ชุด) บริเวณที่มีการย้อมสีแบบเดียวกัน (HSR) (t(11,HSR)) ที่ปรากฏในเมทาเฟสทั้งหมดที่ตรวจสอบ แต่ไม่พบดับเบิลมินิท (DM) (Sekiguchi 1978)

การจัดการ

Culture
Medium

Ham's F12, w: 1.0 mM สเตเบิลกลูตามีน, w: 1.0 mM โซเดียมไพรูเวต, w: 1.1 g/L NaHCO3 (หมายเลขบทความ Cytion 820600a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Doubling time 36 ชั่วโมง

Subculturing รวบรวมเซลล์ที่ลอยในหลอดขนาด 15 มล. และล้างเซลล์ที่ติดผนังอย่างเบามือด้วย PBS ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม (ใช้ 3-5 มล. สำหรับขวด T25 และ 5-10 มล. สำหรับขวด T75)นำ Accutase (1-2 มล. สำหรับขวด T25, 2.5 มล. สำหรับขวด T75) มาใช้ให้ทั่วชั้นเซลล์อย่างทั่วถึง ปล่อยให้เซลล์บ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 10 นาที หลังจากบ่มแล้ว ให้รวมและปั่นเหวี่ยงทั้งเซลล์แขวนลอยและเซลล์ที่เกาะติด หลังจากปั่นเหวี่ยงแล้ว ให้แขวนเซลล์ตะกอนอย่างระมัดระวังและถ่ายเซลล์แขวนลอยไปยังขวดใหม่ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์สด

Seeding
density

2 x 104 เซลล์/cm2 จะทำให้เกิดชั้นเดียวที่หนาแน่นภายใน 2 ถึง 3 วัน

Fluid renewal ทุก 3 ถึง 5 วัน

Post-Thaw
Recovery

หลังจากละลายน้ำแข็งแล้ว ให้เพาะเซลล์ในจานเพาะเลี้ยงที่ความหนาแน่น 5 x 104 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร และปล่อยให้เซลล์ฟื้นตัวจากกระบวนการแช่แข็งและยึดเกาะกับพื้นผิวเป็นเวลาอย่างน้อย 24 ชั่วโมง

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

Flask Coating
สำหรับการยึดเกาะและการมีชีวิตที่ดีที่สุดหลังการละลาย เราแนะนำให้ใช้ขวดหรือจานเคลือบคอลลาเจน

Freezing
Procedure เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Storage
Conditions สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตรเจนเหลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ −150 ถึง −196 °C การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้เฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยังไนโตรเจนเหลวเท่านั้น

การควบคุมคุณภาพ / โปรไฟล์ทางพันธุกรรม / HLA

Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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อัลลีลของ HLA A*: '02:01:01, '02:07:01
B*: 15:01:01, 46:01:01
C*: '01:02:01, '03:03:01
DRB1*: '08:03:02, '15:01:01G
DQA1*: '01:02:01, '01:03:01
DQB1*: '06:01:01, '06:02:01
DPB1*: '02:01:02, '02:02:01
E: '01:03:02
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