
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ไลน์ RLE-6TN เป็นเซลล์ไลน์ของเซลล์เยื่อบุผิวชนิดที่สองของถุงลมปอดหนูสายพันธุ์ Fischer 344 ที่ถูกทำให้เป็นอมตะ ซึ่งได้มาจากหนูโตเต็มวัย RLE-6TN ถูกสร้างขึ้นโดยการทำให้เป็นอมตะโดยธรรมชาติในระหว่างความพยายามที่จะนำยีนแอนติเจน SV40-T เข้าสู่เซลล์เยื่อบุผิวชนิดที่สองของถุงลมปอดหนูโดยตรงไม่เหมือนกับเซลล์ RLE-6T ซึ่งถูกถ่ายโอนยีนด้วยแอนติเจน SV40-T อย่างสมบูรณ์ เซลล์ RLE-6TN ไม่แสดงออกของยีนแอนติเจน T อย่างไรก็ตาม เซลล์ RLE-6TN ยังคงมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาและหน้าที่ที่สำคัญซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของเซลล์ปอดชนิดที่สอง (alveolar type II cells) รวมถึงการแสดงออกของไซโตเคราติน และการมีอยู่ของลิปิด-คอนเทนิง แลเมลลาร์ อินคลูชั่น บอดี้

เซลล์ RLE-6TN ถูกนำมาใช้กันอย่างแพร่หลายเป็นแบบจำลองในหลอดทดลองเพื่อศึกษาชีววิทยาของเซลล์เยื่อบุผิวปอด การทำงานของถุงลมปอด และการตอบสนองต่อสิ่งกระตุ้นทางสรีรวิทยาและพยาธิสภาพต่างๆ เซลล์เหล่านี้มีความเกี่ยวข้องโดยเฉพาะอย่างยิ่งในการศึกษาการควบคุมและกิจกรรมของ Na-K-ATPase ในเซลล์เยื่อบุผิวถุงลม Na-K-ATPase มีความจำเป็นในการรักษาความชันของไอออนภายในเซลล์และการขนส่งไอออนข้ามเยื่อบุผิว ซึ่งเป็นกระบวนการสำคัญสำหรับการขจัดของเหลวในถุงลมปอดในการศึกษา พบว่าฮอร์โมนไทรอยด์ (T3) สามารถกระตุ้นกิจกรรมของ Na-K-ATPase ในเซลล์ RLE-6TN ได้โดยการเพิ่มการเคลื่อนย้ายไปยังเยื่อหุ้มเซลล์แทนที่จะเพิ่มการถอดรหัสของมัน ซึ่งเน้นให้เห็นถึงกลไกการควบคุมใหม่ที่มีความรวดเร็ว

เซลล์ RLE-6TN แสดงการเจริญเติบโตที่เสถียร มีความเสถียรของโครโมโซมใกล้เคียงกับไดพลอยด์ และไม่ก่อให้เกิดเนื้องอกในหนูเมาส์ที่ไม่มีขน เซลล์เหล่านี้มีผลลบสำหรับกิจกรรมของเอนไซม์ฟอสฟาเตสอัลคาไลน์ แต่สามารถย้อมติดสีบวกสำหรับไซโตเคราติน 8, 18 และ 19 ยืนยันถึงต้นกำเนิดจากเยื่อบุผิวเซลล์ RLE-6TN สามารถรักษาไว้ได้ในระยะยาวในวัฒนธรรม และทำหน้าที่เป็นแพลตฟอร์มที่น่าเชื่อถือสำหรับการศึกษาเชิงกลไกเกี่ยวกับการซ่อมแซมเยื่อบุผิวถุงลม, การเผาผลาญสารลดแรงตึงผิว, และการตอบสนองของเซลล์ต่อการบาดเจ็บของปอด, สารพิษ, และสารบำบัด

Organism หนู

Tissue ปอด

Synonyms แอนติเจน T-6 ของเยื่อบุผิวปอดหนู (Rat Lung Epithelial-6-T-antigen) เป็นลบ

ลักษณะ

Age 56 วัน

Gender ชาย

Morphology เยื่อบุผิว

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation RLE-6TN (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305350)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10116

CellosaurusAccession CVCL_4693

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Antigen
expression

ไซโตเคราติน 8; ไซโตเคราติน 19
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Tumorigenic ไม่ ไม่ ไม่ก่อให้เกิดเนื้องอกในหนูที่ไม่มีขน

Viruses เอสวี40

Karyotype มีการรายงานว่าเซลล์ยังคงมีลักษณะใกล้เคียงกับไดพลอยด์และมีความคงที่ทางโครโมโซมตั้งแต่การผ่านรุ่นที่ 19-70 โดยมีเซลล์ร้อยละ 50 หรือมากกว่าที่มีโครโมโซม 42 แท่ง ในรุ่นที่ 37 พบการเคลื่อนย้ายระหว่างโครโมโซมที่ 1 และ 15 ซึ่งส่งผลให้เกิดไตรโซมีของแขน q ของโครโมโซมที่ 1

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

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

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
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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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