
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ LLC-PK1 เป็นสายพันธุ์เซลล์ที่ได้รับการยอมรับอย่างกว้างขวางและใช้กันอย่างแพร่หลายในงานวิจัยทางชีวการแพทย์ เซลล์เหล่านี้ถูกแยกมาจากไตของสุกรเพศผู้ที่มีสุขภาพดี โดยแสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์เยื่อบุผิวอย่างชัดเจน สายพันธุ์ LLC-PK1 มีลักษณะโพลาไรซ์และมีรอยต่อที่แน่นหนา ทำให้เป็นแบบจำลองที่เหมาะสมสำหรับเนื้อเยื่อเยื่อบุผิว

หนึ่งในคุณสมบัติที่สำคัญของเซลล์ LLC-PK1 คือความสามารถในการผลิตพลาสมินเจนแอคติเวเตอร์ ซึ่งเป็นสารที่กระตุ้นการสลายตัวของไฟบริน คุณสมบัตินี้ทำให้เซลล์ LLC-PK1 มีคุณค่าอย่างยิ่งในการวิจัยเกี่ยวกับภาวะลิ่มเลือดอุดตัน

ในช่วงไม่กี่ปีที่ผ่านมา โปรตีนไคเมอริกที่กระตุ้นพลาสมินเจนได้ถูกนำมาใช้ในยาสำหรับการรักษาภาวะลิ่มเลือดอุดตัน เนื่องจากช่วยในการสลายลิ่มเลือดขนาดเล็ก นอกจากการผลิตโปรตีนไคเมอริกที่กระตุ้นพลาสมินเจนแล้ว เซลล์ LLC-PK1 ยังผลิตไซโตเคราตินในปริมาณมากอีกด้วย ลักษณะนี้ทำให้เซลล์ดังกล่าวได้รับความนิยมในการวิจัยทางเภสัชวิทยาและเมตาบอลิซึมต่างๆ

สายพันธุ์ LLC-PK1 ถูกนำมาใช้ในการศึกษาการเผาผลาญยา การขนส่ง ความเป็นพิษ และการศึกษาปฏิสัมพันธ์ของยา เซลล์ LLC-PK1 ยังถูกใช้บ่อยในการทดสอบการซึมผ่านของสาร กลไกการขนส่งยูราซิลแตกต่างกันไปตามสายพันธุ์ของเซลล์ โดยในระบบเซลล์ Caco-2 มีระบบที่ไม่ขึ้นกับ Na+ บนเยื่อหุ้มเซลล์ด้านฐานและด้านข้าง และในระบบเซลล์ LLC-PK1 มีทั้งระบบที่ขึ้นกับ Na+ และระบบที่ไม่ขึ้นกับ Na+ บนเยื่อหุ้มเซลล์ด้านยอด

เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ไลน์อื่น ๆ เซลล์ LLC-PK1 มีลักษณะหลายประการที่คล้ายกับเซลล์ท่อไตส่วนต้นในร่างกาย รวมถึงมีไมโครวิลไลที่เยื่อหุ้มเซลล์ด้านปลาย มีกิจกรรมของเอนไซม์ที่เยื่อหุ้มเซลล์ด้านปลายสูง และมีการแสดงออกของตัวรับฮอร์โมนพาราไทรอยด์และตัวขนส่งกลูโคสที่ขึ้นกับโซเดียม ซึ่งทำให้เซลล์ LLC-PK1 เป็นเครื่องมือที่มีคุณค่าในการศึกษาพิษวิทยาของไตอีกสายพันธุ์เซลล์ที่มักใช้ในการศึกษาพิษวิทยาของไตคือสายพันธุ์เซลล์ MDCK เช่นเดียวกับเซลล์ LLC-PK1 เซลล์ MDCK เป็นเซลล์เยื่อบุผิวแต่มีลักษณะที่คล้ายกับเซลล์ท่อไตส่วนปลายมากกว่า

พวกเขาแสดงตัวรับของวาโซเพรสซิน ออกซิโทซิน และพรอสตาแกลนดิน ซึ่งเมื่อถูกกระตุ้นจะกระตุ้นอะดีนิเลตไซเคลส เซลล์ไลน์ LLC-PK1 และ MDCK แพร่พันธุ์อย่างรวดเร็วและสามารถเพาะเลี้ยงเป็นรุ่นได้ง่ายในวัฒนธรรมชั้นเดียวเซลล์ LLC-PK1 ยังสามารถสร้าง 'โดม' ซึ่งเป็นตุ่มน้ำที่เต็มไปด้วยของเหลวที่เกิดจากการขนส่งน้ำและสารละลาย การเชื่อมต่อที่แน่นหนา และการยึดเกาะของเซลล์กับพื้นผิว

โดยสรุปแล้ว สายเซลล์ LLC-PK1 เป็นเครื่องมือที่หลากหลายและมีคุณค่าสำหรับการวิจัยทางชีวการแพทย์ มันถูกใช้อย่างแพร่หลายในงานวิจัยต่างๆ เกี่ยวกับการเผาผลาญยา การขนส่งยา ความเป็นพิษของยา การโต้ตอบระหว่างยา การพิษวิทยาของไต และการทดสอบการซึมผ่าน ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์เยื่อบุผิวที่ชัดเจนและการผลิตพลาสมิโนเจนแอคติเวเตอร์และไซโตเคราติน เซลล์ LLC-PK1 จึงเป็นแบบจำลองที่เหมาะสมสำหรับเนื้อเยื่อเยื่อบุผิว

Organism Sus Scrofa

Tissue ไต

Applications การเผาผลาญยา, การทดสอบการซึมผ่าน, ความเป็นพิษ, และการศึกษาการโต้ตอบ

Synonyms LLC-PK(1), LLC-PK-1, LLC PK-1, LLc-PK1, LLC PK1, LLCPK1, Lilly Laboratories Cell-Porcine Kidney 1

ลักษณะ

Breed/Subspecies แฮมป์เชียร์

Age 3-4 สัปดาห์

Gender ชาย

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation LLC-PK1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 607264)

Biosafety level สายพันธุ์เซลล์นี้มีลำดับและทรานสคริปต์ของไวรัสก่อมะเร็งชนิด C ในสุกร (PCOV) โหมดการติดเชื้อไม่แน่ชัด และไม่สามารถตัดการหลั่งไวรัสออกได้ ในประเทศเยอรมนี ไวรัสเหล่านี้ถูกจัดอยู่ในกลุ่มความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 1 สำหรับมนุษย์ และระดับ 2 สำหรับสัตว์ (TRBA 462) อย่างไรก็ตาม คณะกรรมการกลางด้านความปลอดภัยทางชีวภาพของเยอรมนี (ZKBS) จัดให้ไวรัสเหล่านี้และสายพันธุ์เซลล์ที่ติดเชื้ออยู่ในกลุ่มความปลอดภัยทางชีวภาพระดับ 2 สำหรับการประยุกต์ใช้การดัดแปลงพันธุกรรม
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NCBI_TaxID 9823

CellosaurusAccession CVCL_0391

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Viruses มีลำดับพันธุกรรมและทรานสคริปต์ของไวรัสชนิดก่อมะเร็งในสุกร (PCOV) ชนิด C ไม่สามารถตัดความเป็นไปได้ของการแสดงออกของไวรัสได้

Products พลาสมินเจนแอคติเวเตอร์

การจัดการ

Culture
Medium

มีเดียม 199, w: 2.7 mM สเตเบิลกลูตามีน, w: 2.2 g/L NaHCO3, w: EBSS (หมายเลขบทความ Cytion 820101a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 3%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Subculturing รวบรวมเซลล์ที่ลอยในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร และล้างเซลล์ที่ติดผนังอย่างเบามือด้วย PBS ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม (ใช้ 3-5 มิลลิลิตรสำหรับขวด T25 และ 5-10 มิลลิลิตรสำหรับขวด T75)นำ Accutase (1-2 มล. สำหรับขวด T25, 2.5 มล. สำหรับขวด T75) ใส่ให้ทั่วชั้นเซลล์อย่างทั่วถึง ปล่อยให้เซลล์พักที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นรวมและปั่นเหวี่ยงทั้งเซลล์แขวนลอยและเซลล์ที่เกาะติด หลังจากปั่นเหวี่ยงแล้ว ให้นำเซลล์ที่ตกตะกอนมาแขวนลอยอย่างระมัดระวังและถ่ายเซลล์แขวนลอยไปยังขวดใหม่ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์สด

Seeding
density

1 ถึง 3 x 10^6 เซลล์/ซม.^2

Fluid renewal ทุก 3 วัน

Post-Thaw
Recovery

หลังจากละลายน้ำแข็งแล้ว ให้เพาะเซลล์ในจานเพาะเลี้ยงที่ความหนาแน่น 5 x 104 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร และปล่อยให้เซลล์ฟื้นตัวจากกระบวนการแช่แข็งและยึดเกาะกับพื้นผิวเป็นเวลาอย่างน้อย 24 ชั่วโมง

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน (รวมถึง FBS) + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ หรือ CM-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 800100) ซึ่งรวมถึงสารป้องกันออสโมติกและสารรักษาเสถียรภาพเมตาบอลิซึมที่ได้รับการปรับให้เหมาะสมเพื่อเพิ่มการฟื้นตัวและลดความเครียดที่เกิดจากการแช่แข็ง
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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

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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