
일반 정보

Description
1955년 성돈의 신장에서 확립된 세포주인 PK-2A에서 유래한 PK(15) 세포주는 위험군 2로 분류되는 돼지 C형 온코바이러스(이전의 돼지 내인성 레트로바이러스, PERV)에 감염되어 있습니다. 숙주 세포 게놈에는 역전사효소 및 기타 단백질을 코딩하는 *pol* 유전자의 62개 사본이 포함되어 있습니다.

처음에 PK(15) 세포주에서 생성된 바이러스 입자는 인간 세포주를 포함한 다양한 포유류 세포주에 대해 결함이 있고 감염력이 없는 것으로 설명되어 위험군 1 세포주로 분류되었습니다. 그러나 후속 연구에서 인간 293 세포가 PK(15) 세포의 무세포 상청액에 의해 생산적으로 감염될 수 있음이 입증되었습니다. 이 발견으로 인해 2018년 11월 독일 중앙 생물학적 안전위원회(ZKBS)는 PK(15) 세포주를 재분류했습니다.

PCR 분석 결과, 전염된 바이러스는 다형성 아형인 PERV-A와 PERV-B에 속하는 것으로 밝혀졌습니다. 또한 293 세포에서 생성된 바이러스 입자는 인간 보체 시스템에 의한 비활성화에 내성이 있는 것으로 관찰되었습니다.

PK(15) 세포주는 바이러스학적 중요성 외에도 감염 응용 분야에 적합한 숙주 역할을 합니다. 부착성 성장 특성으로 인해 다양한 연구 및 실험 환경에서 매우 유용합니다.

Organism 돼지

Tissue 신장

Synonyms PK(15), PK(15), PK 15, PK15, 돼지 신장-15

특성

Breed/Subspecies 햄프셔

Age 성인

Gender 남성

Morphology 상피 유사

Growth
properties

단층, 밀착형

규제 데이터

Citation PK-15(사이티온 카탈로그 번호 607426)

Biosafety level
생물학적 안전성 레벨 1.

이 세포주는 돼지 C형 온코바이러스(PCOV) 서열과 그 전사를 보유하고 있으며 바이러스 분비 가능성을 배제할 수 없습니다. 독일에서 이 바이러스는 인간에게는 BSL 1, 동물에게는 BSL 2(TRBA 462)로 분류됩니다. 그러나 독일 중앙 생물학적 안전 위원회(ZKBS)는 이러한 바이러스와 감염된 세포주를 유전자 변형 목적으로 사용할 경우 BSL 2로 분류합니다.

NCBI_TaxID 9823

CellosaurusAccession CVCL_2160
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생체 분자 데이터

Viruses PCV1(돼지 써코바이러스 1) 양성, PCV2 음성, PC3 음성

Virus
susceptibility

돼지 콜레라, 아프리카 돼지 열병, 돼지 수포성 발진증, 구제역(FMDV), 수포성 구내염(인디애나), 백시니아, 레오바이러스 2, 3, 아데노바이러스 4, 5, 콕사키바이러스 B2, B3, B4, B5, B6, 콕사키바이러스 B2, B3, B4, B5, B6

Virus
resistance

폴리오 바이러스 2

Reverse
transcriptase

긍정적

처리

Culture
Medium

EMEM(MEM 이글), w: 2mM L-글루타민, w: 2.2g/L NaHCO3, w: EBSS(사이티온 제품 번호 820100a)

Supplements 배지에 10% FBS와 1% NEAA를 보충합니다

Dissociation
Reagent

아큐타제

Subculturing 부착된 세포에서 오래된 배지를 제거하고 칼슘과 마그네슘이 없는 PBS로 세척합니다. T25 플라스크의 경우 3~5ml, T75 플라스크의 경우 5~10ml의 PBS를 사용합니다. 그런 다음 T25 플라스크의 경우 1~2㎖, T75 플라스크의 경우 2.5㎖를 사용하여 세포를 Accutase로 완전히 덮습니다. 세포를 분리하기 위해 실온에서 8~10분간 배양합니다. 배양 후 세포를 배지 10ml와 부드럽게 혼합하여 재부유시킨 다음 300xg에서 3분간 원심분리합니다. 상층액을 버리고 세포를 신선한 배지에 다시 부유시킨 후 이미 신선한 배지가 들어 있는 새 플라스크에 옮깁니다.

Split ratio 1:2에서 1:4의 비율을 권장합니다

Seeding
density

2 × 10^4 세포/cm^2

Fluid renewal 주 2~3회

Post-Thaw
Recovery

세포가 동결 과정에서 최소 24시간에서 48시간 동안 회복될 때까지 기다리세요.

Freeze
medium

냉동 보존 배지로 해동 후 충분한 생존력을 위해 완전 성장 배지(FBS 포함) + 10% DMSO를 사용하거나, 최적화된 삼투 보호제 및 대사 안정제가 포함된 CM-1(사이티온 카탈로그 번호 800100)을 사용하여 회복력을 높이고 냉동으로 인한 스트레스를 줄이세요.
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Thawing and
Culturing Cells 1. 운송 중 최적의 온도를 유지하기 위해 세포가 드라이아이스로 배송되므로 배송 시 바이알이 완전히 얼지 않았는지 확인합니다.

2. 수령 후 즉시 -150°C 이하의 온도에서 냉동 바이알을 보관하여 세포 무결성을 보존하거나, 즉시 배양이 필요한 경우 3단계로 진행합니다.

3. 즉시 배양하려면 바이알을 깨끗한 물과 항균제를 넣은 37°C 수조에 담그고 작은 얼음 덩어리가 남을 때까지 40~60초 동안 부드럽게 저어 빠르게 해동합니다.

4. 이후 모든 단계를 플로우 후드에서 멸균 조건으로 수행하며, 개봉하기 전에 70% 에탄올로 냉동 바이알을 소독합니다.

5. 소독한 바이알을 조심스럽게 열고 세포 현탁액을 8ml의 실온 배양 배지가 들어 있는 15ml 원심분리기 튜브에 옮겨 부드럽게 섞습니다.

6. 혼합물을 300 x g에서 3분간 원심분리하여 세포를 분리하고 잔류 동결 배지가 포함된 상층액을 조심스럽게 폐기합니다.

7. 세포 펠릿을 신선한 배양액 10ml에 부드럽게 다시 부유시킵니다. 부착성 세포의 경우 현탁액을 두 개의 T25 배양 플라스크에 나누고, 현탁 배양의 경우 모든 배지를 하나의 T25 플라스크에 옮겨 효과적인 세포 상호 작용과 성장을 촉진합니다.

8. 세포주의 지속적인 성장과 유지를 위해 확립된 하위 배양 프로토콜을 준수하여 신뢰할 수 있는 실험 결과를 보장합니다.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, 습한 대기.

Flask Coating
해동 후 최적의 부착력과 생존력을 위해 콜라겐 코팅 플라스크나 플레이트를 사용하는 것이 좋습니다.

Freezing
Procedure 냉동 보존 세포주는 운송 중 약 -78°C를 유지할 수 있는 충분한 냉매가 포함된 검증된 단열 포장에 드라이아이스를 넣어 배송됩니다. 수령 즉시 용기를 검사하고 바이알을 지체 없이 적절한 보관 장소로 옮깁니다.

Shipping
Conditions 냉동 보존 세포주는 운송 중 약 -78°C를 유지할 수 있는 충분한 냉매가 포함된 검증된 단열 포장에 드라이아이스를 넣어 배송됩니다. 수령 즉시 용기를 검사하고 바이알을 지체 없이 적절한 보관 장소로 옮깁니다.

Storage
Conditions 장기 보존을 위해서는 바이알을 약 -150°C에서 -196°C의 증기상 액체 질소에 넣으세요. 80°C에서 보관하는 것은 액체 질소로 옮기기 전 짧은 중간 단계로만 허용됩니다.

품질 관리 / 유전자 프로필 / HLA

Sterility
마이코플라스마 오염은 PCR 기반 분석법과 발광 기반 마이코플라스마 검출법을 모두 사용하여 배제합니다.

박테리아, 곰팡이 또는 효모 오염이 없는지 확인하기 위해 세포 배양은 매일 육안 검사를 거칩니다.
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STR 프로필 Amelogenin: x,x
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