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Obecné informace

Description
Bunécna linie RLE-6TN je imortalizovana linie alveolarnich epitelidlnich bunék potkana typu Il odvozena z
dospélych potkan( Fischer 344. RLE-6TN vznikla spontanni imortalizaci pfi pokusech o zavedeni genu pro
antigen SV40-T do primarnich alveolarnich epitelidlnich bunék typu Il. Na rozdil od svého protéjsku RLE-6T,
ktery byl pozitivné transfekovan antigenem SV40-T, buriky RLE-6TN neexprimuji gen T-antigenu. Presto si buriky
RLE-6TN zachovavaiji kritické morfologické a funkéni znaky charakteristické pro alveolarni buriky typu I, véetné
exprese cytokeratinu a pfitomnosti lamelarnich inkluznich télisek obsahuijicich lipidy.
Buriky RLE-6TN byly Siroce pouzivany jako in vitro model pro zkoumani biologie plicnich epitelialnich bunék,
alveolarni funkce a reakci na riizné fyziologické a patologické podnéty. Jsou zvlasté dualezité pro studium
regulace a aktivity Na-K-ATPazy v alveolarnich epitelialnich bunkach. Na-K-ATPaza je nezbytna pro udrzovani
bunéénych iontovych gradientd a trans-epitelidlni transport iontd, coZ jsou procesy, které jsou rozhoduijici pro
clearance alveolarni tekutiny v plicich. Ve studiich bylo prokazano, Zze hormon stitné Zlazy (T3) stimuluje aktivitu
Na-K-ATPasy v burikdch RLE-6TN spiSe zvySenim jeji translokace do plazmatické membrany nez zvySenim jeji
transkripce, coz poukazuje na novy, rychly regulaéni mechanismus.
Buriky RLE-6TN vykazuji stabilni riist s témér diploidnim karyotypem a nejsou tumorigenni u nahych mysi. Jsou
negativni na aktivitu alkalické fosfatazy, ale pozitivné se barvi na cytokeratiny 8, 18 a 19, coZ potvrzuje jejich
epitelialni pdvod. Bunky RLE-6TN lze dlouhodobé udrZovat v kulture a slouZi jako spolehliva platforma pro
mechanistické studie obnovy alveolarniho epitelu, metabolismu surfaktantu a bunéénych reakci na poskozeni
plic, toxiny a terapeutické latky.

Organism Krysy

Tissue Plice

Synonyms Plicni epitel potkana-6-T-antigen negativni

Charakteristika

Age 56 dni

Gender MuZi

Morphology Epitelové

Growth Adherentni

properties

~ a4 .
Regulacni udaje
Citation RLE-6TN (katalogové &islo Cytion 305350)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10116
CellosaurusAccession CVCL_4693

Biomolekularni data

Antigen
expression

Tumorigenic
Viruses

Karyotype

Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Split ratio

Fluid renewal

Cytokeratin 8; cytokeratin 19

Ne, Ne neni tumorogenni u nahych mysi

SV40

Uvadi se, Ze buriky zUstavaji témér diploidni a karyotypicky stabilni od pasaze 19-70, pfi¢emz 50 % nebo vice
bunék obsahuje 42 chromozom(. Pfi pasazi 37 byla zjisténa translokace mezi chromozomem 1 a 15, kterd ma za
nasledek trizomii g raménka chromozomu 1.

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-Glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu
sodného, w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)

Dopliite médium o 5 % FBS

Accutase

Doporucuje se pomér 1:5

2 a7 3krat tydné

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep3eni regenerace a snizeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . ” - _ . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pri dodani hluboce zmrazena, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pri teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okam?zita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporucujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure Kryokonzervované buné&cné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovéfenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky pfechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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