
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ไลน์ RWPE-1 ซึ่งได้มาจากเยื่อบุผิวของต่อมลูกหมากของชายชาวคอเคเซียนอายุ 54 ปีที่ไม่มีหลักฐานของมะเร็งต่อมลูกหมาก เป็นทรัพยากรที่มีคุณค่าในการวิจัยทางชีวการแพทย์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสำหรับการศึกษาเกี่ยวกับชีววิทยาของต่อมลูกหมากและมะเร็งต่อมลูกหมากเซลล์เยื่อบุผิวเหล่านี้มีลักษณะเด่นคือคุณสมบัติการเจริญเติบโตแบบเกาะติดและรูปร่างลักษณะเฉพาะของเยื่อบุผิว โดยถูกทำให้เป็นอมตะด้วยการใช้เรโทรไวรัสที่ขาดความสามารถในการจำลองตัวเอง ซึ่งพกพาพันธุกรรม E7 จากเชื้อไวรัสฮิวแมนแพปพิลโลมาไวรัส 18 (HPV-18) ซึ่งจะทำให้โปรตีนเรตินอบลาสโตมาไม่ทำงานและส่งเสริมการเป็นอมตะของเซลล์

เซลล์ RWPE-1 ซึ่งมีต้นกำเนิดจากต่อมลูกหมากมนุษย์ปกติ ถูกนำมาใช้ในการวิจัยมะเร็งต่อมลูกหมาก แม้ว่าการแสดงออกของตัวรับแอนโดรเจนในเซลล์เหล่านี้จะค่อนข้างต่ำ โดยเฉพาะเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ไลน์ที่ได้จากมะเร็งต่อมลูกหมากชนิดก่อเนื้องอกเซลล์ไลน์ RWPE-1 ซึ่งเป็นเซลล์เยื่อบุผิว แสดงการแสดงออกของไซโตเคราติน 8 และ 18 ซึ่งยืนยันถึงสายพันธุ์เยื่อบุผิวของพวกมัน ในขณะที่เซลล์ RWPE-1 แสดงการยับยั้งการเกิดเนื้องอก เช่น p53 และ pRB ซึ่งสะท้อนถึงลักษณะที่ไม่ก่อให้เกิดเนื้องอกของพวกมัน การแสดงออกของเครื่องหมายเฉพาะต่อต่อมลูกหมาก เช่น Kallikrein 3 (KLK3) หรือ PSA โดยทั่วไปจะต่ำหรือไม่มีอยู่ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงมาตรฐาน

ในวัฒนธรรม 3 มิติ เช่น ที่เกิดขึ้นใน Matrigel เซลล์มนุษย์ RWPE-1 สามารถจัดระเบียบตัวเองเป็นโครงสร้างอะซินาร์ที่คล้ายกับสถาปัตยกรรมของต่อมลูกหมากปกติ เมื่อพูดถึงการหลั่ง PSA (Prostate-Specific Antigen) เพื่อตอบสนองต่อการกระตุ้นของแอนโดรเจน เซลล์ RWPE-1 แสดงปฏิกิริยาที่น้อยกว่าเมื่อเทียบกับสายพันธุ์เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก ดังนั้น ในขณะที่เซลล์ RWPE-1 เป็นแบบจำลองที่มีคุณค่าสำหรับการทำความเข้าใจคุณสมบัติพื้นฐานของเซลล์เยื่อบุผิวต่อมลูกหมากปกติ

ลักษณะที่ไม่ก่อให้เกิดเนื้องอกของ RWPE-1 ทำหน้าที่เป็นแบบจำลองสำหรับการศึกษาการเปลี่ยนแปลงไปสู่การกลายพันธุ์เป็นเนื้องอกและพลวัตของเซลล์มะเร็ง รวมถึงเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากที่แพร่กระจายและการเกิดมะเร็งต่อมลูกหมากการรวมปัจจัยเช่น EGF และฮอร์โมนการเจริญเติบโตในสภาวะการเพาะเลี้ยงสามารถอธิบายเพิ่มเติมเกี่ยวกับเส้นทางที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของต่อมลูกหมากและการพัฒนาไปสู่โรคมะเร็งต่อมลูกหมากได้ สรุปได้ว่า เซลล์ RWPE-1 ช่วยให้เข้าใจอย่างครอบคลุมเกี่ยวกับโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก ตั้งแต่การเริ่มต้นในเซลล์ของต่อมลูกหมากไปจนถึงการปรากฎในผู้ป่วยโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก

Organism มนุษย์

Tissue ต่อมลูกหมาก

Synonyms RWPE1

ลักษณะ

Age 54 ปี

Gender ชาย

Ethnicity คอเคเชียน

Morphology เยื่อบุผิว

Cell type เซลล์เยื่อบุผิวของต่อมลูกหมาก

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation RWPE-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305217)

Biosafety level RWPE-1 ถูกจัดอยู่ในระดับความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 1 หรือ 2 (BSL-1/2) ในประเทศเยอรมนี ขึ้นอยู่กับประเภทของงานที่ดำเนินการ สายเซลล์นี้มีต้นกำเนิดจากเซลล์เยื่อบุต่อมลูกหมากของมนุษย์ที่ถูกถ่ายโอนยีนด้วย HPV-18 เพียงหนึ่งสำเนา และไม่พบเชื้อไวรัสตับอักเสบชนิด B, ชนิด C และ HIVการปล่อยอนุภาคไวรัสไม่น่าจะเกิดขึ้น เนื่องจาก HPV-18 ต้องการเซลล์เยื่อบุผิวที่แตกต่างเพื่อการจำลองตัวเอง และสำเนาของจีโนมเพียงหนึ่งชุดมักไม่ทำให้เกิดการก่อตัวของอนุภาค การปล่อยดังกล่าวเป็นไปได้เพียงในทางทฤษฎีในวัฒนธรรม 3 มิติ (เช่น วัฒนธรรมออร์แกนไทป์หรือวัฒนธรรมแบบแพ) แต่ไม่เกิดขึ้นในวัฒนธรรมชั้นเดียว เนื่องจากการมีอยู่ของจีโนม HPV-18 ที่สมบูรณ์ RWPE-1 จึงถูกจัดประเภทเป็นสิ่งมีชีวิตกลุ่มความเสี่ยง 2 สำหรับวัตถุประสงค์ทางวิศวกรรมพันธุกรรม

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3791
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

Karyotype เซลล์ RWPE-1 มีจำนวนโครโมโซมเป็นสองเท่า (diploid) และแสดงถึงความแปรปรวนของโครโมโซม เช่น 45, X,-Y และ 51, XY.

การจัดการ

Culture
Medium

K-SFM (เราไม่ได้จัดจำหน่ายสินค้านี้ กรุณาพิจารณาผู้จัดจำหน่ายรายอื่น หากต้องการความช่วยเหลือเพิ่มเติม กรุณาแจ้งให้เราทราบ)

Supplements เติมสารอาหารลงในอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย BPE 0.05 มก./มล. และ EGF 5 นาโนกรัม/มล. อาหารเลี้ยงเชื้อไม่ควรผ่านการกรองทั้งหมด เติม BPE และ EGF ลงใน 10 มล. และหลังจากกรองผ่านแผ่นกรองฆ่าเชื้อแล้ว ให้ผสมส่วนผสมนี้ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

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

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
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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

โปรไฟล์ STR Amelogenin: x,y
CSF1PO: 13
D13S317: 8,14
D16S539: 9,11
D5S818: 12,15
D7S820: 10,11
TH01: 8,9.3
TPOX: 8,11
vWA: 14,18
D3S1358: 15,16
D21S11: 29,31
D18S51: 14,16
Penta E: 5,12
Penta D: 10,13
D8S1179: 10,14
FGA: 24,25
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