
ข้อมูลทั่วไป

Description
KC (Kc167) เป็นสายเซลล์ตัวอ่อนของ Drosophila melanogaster ที่ได้มาจากตัวอ่อนเพศเมียในระยะการปิดส่วนหลัง สายเซลล์นี้ถูกสร้างขึ้นครั้งแรกและได้รับการใช้อย่างแพร่หลายในสาขาชีววิทยาเซลล์ของ Drosophila การคัดกรองทางพันธุกรรม และจีโนมิกส์เชิงหน้าที่ เซลล์ Kc167 ได้รับการทำให้เป็นเซลล์อมตะด้วย SV40 และเจริญเติบโตแบบกึ่งยึดติด โดยสร้างประชากรผสมของเซลล์ที่ยึดติดและเซลล์ที่ลอยอย่างหลวมๆ เซลล์เหล่านี้เป็นหนึ่งในสายเซลล์ Drosophila ที่ได้รับการศึกษาอย่างละเอียดที่สุด และสามารถใช้เทคนิค RNAi เพื่อปิดเสียงยีนได้อย่างสมบูรณ์ ทำให้เป็นแบบจำลองหลักสำหรับการคัดกรอง RNAi ทั่วทั้งจีโนมในชีววิทยาของสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง

เซลล์ KC สามารถนำไปใช้ในชีววิทยาเซลล์ของ Drosophila, การคัดกรอง RNAi และ CRISPR ทั่วทั้งจีโนม, การศึกษาเส้นทางส่งสัญญาณ (Wnt/Wingless, Hedgehog, Notch, JAK/STAT, Toll/NF-κB), การวิจัยระบบภูมิคุ้มกันโดยธรรมชาติ, และการศึกษาเปรียบเทียบของเส้นทางที่ได้รับการอนุรักษ์ทางวิวัฒนาการ จีโนมของ Drosophila ที่ได้รับการจัดลำดับและอธิบายอย่างครบถ้วน ร่วมกับฐานข้อมูลสาธารณะที่กว้างขวางเกี่ยวกับสาร RNAi (เช่น
DRSC/TRiP) ทำให้เซลล์ KC มีศักยภาพสูงเป็นพิเศษสำหรับการค้นพบทางจีโนมเชิงหน้าที่อย่างไม่ลำเอียง การจัดประเภท BSL-2 ใช้ได้เนื่องจากกระบวนการทำให้เซลล์เป็นอมตะด้วย SV40

Organism ดรอโซฟิลา เมลาโนกาสเตอร์ (แมลงหวี่ผลไม้)

Tissue เอ็มบริโอ

Disease ปกติ

Metastatic site เอ็มบริโอ (ระยะปิดด้านหลัง)

Applications ชีววิทยาของเซลล์ดrosophila; การคัดกรอง RNAi ทั่วทั้งจีโนม; การคัดกรองด้วย CRISPR; การส่งสัญญาณ (Wnt/Wingless, Hedgehog, Notch, JAK/STAT, Toll/NF-κB); ภูมิคุ้มกันโดยกำเนิด; จีโนมิกส์เชิงหน้าที่ในสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลัง

Synonyms เคซี, เค ซี

ลักษณะ

Age ระยะการปิดหลัง

Gender เพศหญิง

Morphology กึ่งยึดเกาะคล้ายเยื่อบุผิว

Cell type เซลล์ตัวอ่อน

Growth
properties

กึ่งยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation KC (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300604)

Biosafety level 2

NCBI_TaxID 7227
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CellosaurusAccession CVCL_Z833

GMO Status GMO-S2: สายพันธุ์เซลล์ Drosophila นี้มีคาสเซ็ตต์การทำให้เป็นอมตะ SV40 ที่รวมตัวกันอย่างคงที่ จำเป็นต้องมีการกักกันในระดับ BSL-2 การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้นและอาจแตกต่างกันในที่อื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Virus
susceptibility

SV40 ทำให้เป็นอมตะ

การจัดการ

Culture
Medium

อาหารเลี้ยงเชื้อ Drosophila ของ Schneider + กลูตามีน 2 มิลลิโมลาร์ + เซรั่มจากเลือดวัวตัวอ่อน 10% (FBS)

Supplements เติมกลูตามีน 2 มิลลิโมลาร์ และ FBS 10% ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

Dissociation
Reagent

ไม่จำเป็น (กึ่งยึดติด; ละลายใหม่เบาๆ)

Doubling time ประมาณ 24 ถึง 48 ชั่วโมง

Subculturing ดูดถ่ายเชื้อด้วยปิเปตอย่างเบามือเพื่อทำให้เซลล์ที่เกาะไม่แน่นกลับมาแขวนลอยอีกครั้ง ถ่ายโอนปริมาณที่เหมาะสมไปยังขวดแก้วใหม่และเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ Schneider ที่อุ่นไว้ล่วงหน้าแล้ว ผสมให้เจือจางจนมีความหนาแน่น 5 × 10⁵ ถึง 1 × 10⁶ เซลล์ต่อมิลลิลิตร ทำการบ่มที่อุณหภูมิ 25°C ในอากาศปกติโดยไม่เติมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์

Split ratio 1 ถึง 3

Seeding
density

5 × 10⁵ ถึง 1 × 10⁶ เซลล์/มิลลิลิตร

Fluid renewal ทุก 2 ถึง 3 วัน

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 25°C, อากาศโดยรอบ (ไม่จำเป็นต้องมี CO₂)

Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Storage
Conditions สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตรเจนเหลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ −150 ถึง −196 °C การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้เฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยังไนโตรเจนเหลวเท่านั้น

การควบคุมคุณภาพและการวิเคราะห์ระดับโมเลกุล
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