
ข้อมูลทั่วไป

Description
ATDC5 เป็นสายเซลล์คอนโดรเจนิคของหนูที่ได้มาจากเซลล์เทอราโตคาร์ซิโนมาของหนู และถูกใช้อย่างแพร่หลายเป็นแบบจำลองในหลอดทดลองสำหรับการศึกษาการเกิดคอนโดรเจเนซิสและการพัฒนาของกระดูกอ่อน สายเซลล์นี้ผ่านการเปลี่ยนแปลงทางคอนโดรเจนิคแบบลำดับขั้นตอน ซึ่งเลียนแบบกระบวนการในร่างกาย เช่น การควบแน่นของเซลล์ การแสดงออกของตัวบ่งชี้คอนโดรไซต์ในระยะแรก เช่น คอลลาเจนชนิดที่ 2 และแอกเกรคาน และการเปลี่ยนผ่านไปสู่คอนโดรไซต์แบบไฮเปอร์โทรฟิก ซึ่งมีการแสดงออกของคอลลาเจนชนิดที่ 10 และการเกิดแร่ธาตุในเมทริกซ์เนื่องจากความสามารถในการเพิ่มจำนวนและเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ชนิดต่าง ๆ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ATDC5 จึงเป็นแบบจำลองที่มีคุณค่าสำหรับการศึกษาเชิงลึกเกี่ยวกับกลไกระดับโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาของกระดูก โดยเฉพาะกระบวนการสร้างกระดูกจากเนื้อเยื่อกระดูกอ่อน (endochondral ossification)

เซลล์ ATDC5 ถูกนำมาใช้อย่างกว้างขวางในการศึกษาอิทธิพลของปัจจัยการเจริญเติบโต ฮอร์โมน และปัจจัยการถอดรหัสต่าง ๆ ต่อกระบวนการสร้างกระดูกอ่อนตัวอย่างเช่น ตัวกระตุ้นการเจริญเติบโตแบบเปลี่ยนแปลง-เบต้า (TGF-β) ได้แสดงให้เห็นว่าสามารถส่งเสริมการแยกตัวเป็นกระดูกอ่อนในระยะแรกโดยการปรับการแสดงออกขององค์ประกอบของเมทริกซ์นอกเซลล์ เช่น ไฟโบรเนกติน ในทำนองเดียวกัน โปรตีนที่ก่อให้เกิดรูปร่างของกระดูก (BMPs) โดยเฉพาะ BMP-2, -4, และ -7 มีบทบาทสำคัญในการส่งเสริมการแยกตัวของเซลล์กระดูกอ่อนในระยะต่างๆ ใน ATDC5นอกจากนี้ การกระตุ้นช่อง TRPV4 (transient receptor potential vanilloid 4) ในเซลล์เหล่านี้ ร่วมกับไฮยาลูโรแนน ได้รับการพิสูจน์แล้วว่าสามารถเพิ่มการแสดงออกของตัวบ่งชี้สำคัญของการสร้างกระดูกอ่อน เช่น SOX9 และ
Aggrecan ซึ่งสนับสนุนประโยชน์ของมันในการศึกษาด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกอ่อน

สายเซลล์นี้ยังมีบทบาทสำคัญในการวิจัยโปรตีโอมิกส์ โดยแสดงให้เห็นว่าเซลล์ ATDC5 สามารถสังเคราะห์องค์ประกอบหลักของเมทริกซ์นอกเซลล์ของกระดูกอ่อน (ECM) เช่น แอกเกรคานและคอลลาเจนชนิดที่ 2 พร้อมกับการดัดแปลงหลังการแปลที่เหมาะสมซึ่งจำเป็นต่อการทำงานของกระดูกอ่อน ความสามารถในการจำลองเหตุการณ์สำคัญในการสังเคราะห์ ECM ทำให้ ATDC5 เป็นแบบจำลองที่ขาดไม่ได้สำหรับการศึกษาการก่อตัวของกระดูกอ่อนและพยาธิสภาพที่เกี่ยวข้อง

Organism เมาส์

Tissue เอ็มบริโอ

Disease มะเร็งชนิดเทอร์ราโตคาร์ซิโนมา

Synonyms ATDC-5

ลักษณะ

Breed/Subspecies 129

Age เอ็มบริโอ

Gender ชาย

Morphology หลายเหลี่ยม

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation ATDC5 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305427)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10090

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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การจัดการ

Culture
Medium

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3.1 กรัม/ลิตร กลูโคส, w: 2.5 มิลลิโมลาร์ L-กลูตามีน, w: 15 มิลลิโมลาร์ HEPES, w: 0.5 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไพรูเวต, w: 1.2 กรัม/ลิตร NaHCO3 (หมายเลขบทความ Cytion 820400a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 5%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Subculturing สำหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ที่เกาะติดแบบปกติ: ดูดสกัดน้ำเลี้ยงเก่าออกจากเซลล์ที่เกาะติด และล้างเซลล์ด้วย PBS เพื่อกำจัดน้ำเลี้ยงที่เหลืออยู่หลังจากดูด PBS ออกแล้ว ให้เติมสารละลาย Accutase ในปริมาณที่เหมาะสมตามขนาดของภาชนะเพาะเลี้ยง (เช่น 1 มล. สำหรับขวด T25, 3 มล. สำหรับขวด T75) และทำการบ่มที่อุณหภูมิห้องหรือ 37°C เป็นเวลา 5-10 นาที หรือจนกว่าเซลล์จะหลุดออกจากผนังภาชนะสังเกตการหลุดลอกของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และเคาะภาชนะเบา ๆ หากจำเป็นเพื่อปล่อยเซลล์ เมื่อเซลล์หลุดออกแล้ว ให้เติมอาหารเลี้ยงเซลล์แบบครบถ้วนเพื่อหยุดการทำงานของ Accutase คนเซลล์ให้กระจายตัวอย่างเบามือ แล้วแบ่งเซลล์แขวนลอยส่วนหนึ่งไปยังภาชนะเพาะเลี้ยงใหม่ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์สด วางภาชนะในตู้บ่มที่อุณหภูมิ 37°Cพร้อมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% และเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 2-3 วัน

Seeding
density

2 x 10^4 เซลล์/ซม.^2

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
สำหรับการยึดเกาะและการมีชีวิตที่ดีที่สุดหลังการละลาย เราแนะนำให้ใช้ขวดหรือจานเคลือบคอลลาเจน
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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
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