
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ไลน์ P19 ซึ่งเป็นชนิดหนึ่งของมะเร็งเซลล์ต้นกำเนิดหลายชนิด (pluripotent embryonal carcinoma) ได้รับการแยกครั้งแรกจากเทอราโตคาร์ซิโนมาในหนูสายพันธุ์ C3H/He เซลล์ไลน์ที่มีลักษณะคล้ายเยื่อบุผิวนี้แสดงความสามารถในการโคลนได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีสารละลาย 0.1mM β-mercaptoethanolลักษณะเด่นของเซลล์ P19 คือความสามารถในการปรับตัวเพื่อเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ประสาทและเซลล์เกลียเมื่อได้รับกรดเรติโนอิก ในขณะเดียวกัน พวกมันยังมีศักยภาพในการเปลี่ยนแปลงเป็นกล้ามเนื้อหัวใจและกล้ามเนื้อลายเมื่อได้รับไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) เมื่อได้รับทั้งกรดเรติโนอิกและ DMSO เซลล์จะแสดงลักษณะเด่นของการเปลี่ยนแปลงที่เกิดจากกรดเรติโนอิกเป็นหลัก

เซลล์ไลน์ P19 มีต้นกำเนิดจากหนู (Mus musculus) และจัดอยู่ในกลุ่มกว้างของยูคาริโอตา, อนิมอลิเนีย, เมตาโซอา, คอร์ดาตา, เวอร์เทบราตา, และเตตราบอด. เซลล์เหล่านี้มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเนื้อเยื่อชนิดเยื่อบุผิวที่มาจากตัวอ่อน และมีความเกี่ยวข้องกับโรคเทราโตคาร์ซิโนมา. เซลล์เหล่านี้ถูกนำมาใช้ในแอปพลิเคชันการเพาะเลี้ยงเซลล์แบบ 3 มิติเป็นหลักในกลุ่มผลิตภัณฑ์เซลล์สัตว์.

ในขณะที่เซลล์มะเร็งก่อให้เกิดภัยคุกคามต่อสุขภาพอย่างมีนัยสำคัญเนื่องจากการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วและรุนแรง พวกมันยังเป็นแหล่งทรัพยากรที่มีค่าอย่างยิ่งสำหรับนักวิจัยที่ศึกษาการพัฒนาของเซลล์มะเร็งและค้นหาการรักษาที่มุ่งเป้าได้มากขึ้น ในปี 1982 สายพันธุ์เซลล์ P19 ถูกสร้างขึ้นเมื่อตัวอ่อนหนูอายุ 7.5 วันถูกปลูกถ่ายเข้าไปในอัณฑะเพื่อกระตุ้นการเจริญเติบโตของเนื้องอกโดย McBurney และ Rogersพวกเขาสามารถแยกเซลล์เพาะเลี้ยงจากเนื้องอกปฐมภูมิที่ประกอบด้วยเซลล์ต้นกำเนิดที่ยังไม่เจริญเติบโต ซึ่งเรียกว่าเซลล์มะเร็งตัวอ่อน P19 ได้สำเร็จ เซลล์เหล่านี้แสดงการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วโดยไม่จำเป็นต้องใช้เซลล์ฟีดเดอร์และดูแลรักษาง่าย การฉีดเซลล์ P19 เข้าไปในบลาสโทซิสของหนูสายพันธุ์อื่นในภายหลังยืนยันถึงความสามารถในการสร้างเนื้อเยื่อหลายชนิดของเซลล์ P19 เนื่องจากเนื้อเยื่อจากทั้งสามชั้นต้นกำเนิดเติบโตในหนูผู้รับ

เซลล์ไลน์ย่อยหลายชนิดได้ถูกแยกออกมาจากเซลล์ต้นกำเนิด P19 ซึ่งรวมถึง P19S18P19D3, P19RAC65 และ P19C16 แต่ละชนิดย่อยเหล่านี้มีความสามารถในการเปลี่ยนแปลงเฉพาะตัวเป็นเซลล์ประสาทหรือเซลล์กล้ามเนื้อเมื่อได้รับการรักษาด้วยกรดเรติโนอิกหรือ DMSO ตามลำดับ การศึกษาล่าสุดได้สร้างสายเซลล์ที่สืบทอดมาจากเซลล์ P19 ที่เปลี่ยนแปลงแล้ว ซึ่งเนื่องจากความสามารถในการเปลี่ยนแปลงหลายชนิดของเซลล์ P19 สามารถเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์คล้ายชั้นนอก, ชั้นกลาง และชั้นในของตัวอ่อนได้

เซลล์ P19 เป็นที่รู้จักกันดีในเรื่องการเจริญเติบโตอย่างต่อเนื่องในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีซีรัมเสริม การเปลี่ยนแปลงของเซลล์เหล่านี้สามารถควบคุมได้อย่างมีประสิทธิภาพโดยใช้ยาที่ไม่เป็นพิษ เช่น กรดเรติโนอิก ซึ่งนำไปสู่การพัฒนาเป็นเซลล์ประสาท แอสโทรไซต์ และไมโครเกลียในทางกลับกัน กลุ่มเซลล์ P19 ที่สัมผัสกับ DMSO จะแยกตัวเป็นเซลล์ต้นกำเนิดของชั้นในและชั้นกลาง รวมถึงกล้ามเนื้อหัวใจและกล้ามเนื้อโครงร่าง เซลล์ P19 ยังสามารถรับการถ่ายโอน DNA ที่เข้ารหัสยีนรีคอมบิแนนท์ได้ และสายพันธุ์ที่แสดงออกยีนเหล่านี้สามารถแยกออกมาได้อย่างสะดวก ความยืดหยุ่นและความหลากหลายนี้ทำให้เซลล์ P19 เป็นทรัพยากรที่ยอดเยี่ยมสำหรับการสำรวจกลไกโมเลกุลที่ควบคุมการตัดสินใจในการพัฒนาของเซลล์ต้นกำเนิดหลายชนิดที่แยกตัว

Organism เมาส์

Tissue อัณฑะ

Disease มะเร็งชนิดเทอร์ราโตคาร์ซิโนมา

Synonyms พี-19

ลักษณะ

Breed/Subspecies C3H/He

Gender ชาย

Morphology คล้ายไฟโบรบลาสต์

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation P19 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 400416)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_2153
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

Karyotype N = 40, xY

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 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Subculturing นำอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจากภาชนะและล้างเซลล์ที่ติดอยู่ด้วย PBS ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม (3-5 มล. สำหรับขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด T25, 5-10 มล. สำหรับขวดเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด T75) เติม TrypleExpress (1-2 มล. ต่อขวด T25, 2.5 มล. ต่อขวด T75) ให้ทั่วแผ่นเซลล์ ทำการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีแขวนเซลล์ให้ละลายอย่างระมัดระวัง การเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นตัวเลือก แต่ไม่จำเป็น และแบ่งใส่ขวดใหม่ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อสด อย่าให้เซลล์เกาะติดกันแน่นเกินไป แยกเพาะเลี้ยงอย่างน้อยทุก 48 ชั่วโมง

Seeding
density

ซับคัลเจอร์ อย่างน้อยทุก 48 ชั่วโมง

Fluid renewal ทุก 2 วัน

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
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Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, บรรยากาศชื้น

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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