
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ SK-BR-3 เป็นเซลล์มะเร็งเต้านมของมนุษย์ที่แยกได้จากน้ำในช่องเยื่อหุ้มปอดของผู้ป่วยหญิงอายุ 43 ปีที่เป็นมะเร็งเต้านมระยะแพร่กระจาย เซลล์ SKBR3 ถูกสร้างขึ้นในช่วงต้นทศวรรษ 1970 และเป็นที่รู้จักจากการแสดงออกของตัวรับปัจจัยการเจริญเติบโตของผิวหนังมนุษย์ชนิดที่ 2 (HER2) ในระดับสูง ซึ่งเป็นไทโรซีนไคเนสชนิดตัวรับที่มีบทบาทสำคัญในการเกิดโรคและพัฒนาการของมะเร็งเต้านมบางชนิด

สายเซลล์นี้มีลักษณะเฉพาะโดยความผิดปกติทางพันธุกรรมที่พบบ่อยในมะเร็งเต้านม รวมถึงการเพิ่มจำนวนของยีน HER2 และการกลายพันธุ์ในยีน p53 ซึ่งเป็นยีนกดการเจริญเติบโตของเนื้องอกการมี HER2 มากเกินไปในเซลล์ SK-BR-3 ทำให้เซลล์เหล่านี้เป็นแบบจำลองที่มีคุณค่าสำหรับการศึกษาเกี่ยวกับมะเร็งเต้านมที่มี HER2 เป็นบวก ซึ่งมีลักษณะการเจริญเติบโตที่รุนแรงและมีการพยากรณ์โรคที่ไม่ดี และสำหรับการรักษาที่มุ่งเป้าไปที่ HER2 เซลล์ SK-BR-3 มีบทบาทสำคัญในการศึกษาเกี่ยวกับทราสทูซูแมบ (Herceptin) ซึ่งเป็นแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนอลที่ต่อต้าน HER2 ซึ่งได้กลายเป็นหลักสำคัญในการรักษามะเร็งเต้านมที่มี HER2 เป็นบวก

เซลล์ SK-BR-3 แสดงอัตราการเจริญเติบโตในหลอดทดลองที่แข็งแกร่งและถูกนำมาใช้ในงานวิจัยหลากหลายรูปแบบ รวมถึงการศึกษาเกี่ยวกับการส่งสัญญาณของเซลล์ การดื้อยา การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส และวัฏจักรของเซลล์มะเร็ง เซลล์เหล่านี้ยังเป็นทรัพยากรสำคัญสำหรับการผลิตแอนติบอดีชนิดโมโนโคลนอลและการวิจัยเกี่ยวกับการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันต่อเซลล์มะเร็งเต้านม

โดยสรุปแล้ว สายเซลล์ SK-BR-3 เป็นเครื่องมือที่ขาดไม่ได้ในการวิจัยมะเร็งเต้านม โดยให้ข้อมูลเชิงลึกอย่างลึกซึ้งเกี่ยวกับชีววิทยาของเนื้องอกที่มี HER2 เป็นบวก และช่วยในการพัฒนาวิธีการรักษาแบบมุ่งเป้าซึ่งได้ปรับปรุงการพยากรณ์โรคของผู้ป่วยที่มีมะเร็งเต้านมชนิดที่ท้าทายนี้อย่างมีนัยสำคัญ

Organism มนุษย์

Tissue เต้านม, ต่อมน้ำนม

Disease มะเร็งเต้านมชนิดลุกลามแบบท่อ

Metastatic site น้ำในช่องเยื่อหุ้มปอด

Synonyms SK-Br-3, Sk-Br-3, SK BR 03, SKBR-3, SKBr-3, SK-BR3, SKBr3, SkBr3, SKBR3

ลักษณะ

Age 43 ปี

Gender เพศหญิง

Ethnicity คอเคเชียน

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Growth
properties

ชั้นเดียว, ติดแน่น

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation SK-BR-3 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300333)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606
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CellosaurusAccession CVCL_0033

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Protein
expression

P53 เป็นบวก

Antigen
expression

กรุ๊ปเลือด A, Rh+, HLA A11, Bw22(+/-), B40, B18

Isoenzymes PGM3, 1, PGM1, 1-2, ES-D, 1, AK-1, 1-2, GLO-1, 2, G6PD, B, ความถี่ของฟีโนไทป์ ผลิตภัณฑ์: 0.0044

Tumorigenic ใช่ ในหนูที่ไม่มีขน พบรูปแบบของอะดีโนคาร์ซิโนมาที่มีการแยกตัวไม่ดี

Mutational
profile

การกลายพันธุ์ของ TP53

Karyotype (P9) ไฮเปอร์ทริปพลอยด์ถึงไฮโปเตตระพลอยด์ (+A, +B, +C, +E, +F, +G, -D) พร้อมความผิดปกติรวมถึงไดเซนทริก, ชิ้นส่วนอะโครเซนทริก, วงแหวน, การบีบตัวรอง, เมตาเซนทริกขนาดใหญ่หรือพอลีเซนทริก และเครื่องหมายซับเมตาเซนทริกขนาดใหญ่

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

Doubling time 30 ชั่วโมง

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

Split ratio แนะนำให้ใช้ในอัตราส่วน 1:2 ถึง 1:4

Seeding
density

เริ่มเพาะเลี้ยงจากหลอดแช่แข็งที่ความหนาแน่น 3 x 104 เซลล์/ซม. ใช้ 2 x 104 เซลล์/ซม. สำหรับการเพาะเลี้ยงต่อเนื่อง

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

Post-Thaw
Recovery

หลังจากละลายน้ำแข็งแล้ว ให้เพาะเซลล์ในจานเพาะเลี้ยงที่ความหนาแน่น 5 x 104 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร และปล่อยให้เซลล์ฟื้นตัวจากกระบวนการแช่แข็งและยึดเกาะกับพื้นผิวเป็นเวลาอย่างน้อย 24 ชั่วโมง
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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

Flask Coating ไม่มี

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
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Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน

โปรไฟล์ STR Amelogenin: เอ็กซ์,เอ็กซ์
CSF1PO: 12
D13S317: 11,12
D16S539: 9
D5S818: 9,12
D7S820: 9,12
TH01: 8,9
TPOX: 8,11
vWA: 17
D3S1358: 17
D21S11: 30,30.2
D18S51: 10,13
Penta E: 10,11
Penta D: 9,12
D8S1179: 11,12
FGA: 20

อัลลีลของ HLA A*: '02:01:01, '03:01:01
B*: '14:02:01, '40:01:02
C*: '03:04:01, '08:02:01
DRB1*: '07:01:01, '13:02:01
DQA1*: '01:02:01, '02:01:01
DQB1*: '02:02:01, '06:04:01
DPB1*: '03:01:01
E: '01:01, '01:03
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