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Yleisia tietoja

Description
HaCaT-ras Il-4 -solut ovat merkittava ja laajasti tutkittu solumalli biologisessa tieteessa. Nama solut ovat

perdisin spontaanisti kuolemattomiksi muuttuneista ihmisen ihon keratinosyyteista, joita kutsutaan HaCaT-
soluiksi ja jotka on muunnettu transfektoimalla c-Ha-ras (EJ) onkogeenilla. Ndiden solujen valinta perustui
niiden resistenssiin G418:lle, joka on selektiivinen antibiootti, kuten Boukampin ja muiden vuonna 1990
tekemdssa kattavassa tutkimuksessa kuvattiin.

Yksi HaCaT-ras I1-4 -solujen merkittava ominaisuus on niiden kasvainherkkyys. Kun nama klooniset solut
ruiskutetaan Balb/c-nu/nu -hiiriin, ne kayttaytyvat kiehtovasti muodostaen hyvin erilaistuneita ja paikallisesti
invasiivisia levyepiteelisolusyopia. Taman ainutlaatuisen ominaisuuden ansiosta tutkijat voivat tutkia
kasvainten kehittymis- ja etenemismekanismeja kontrolloidussa kokeellisessa ymparistossa.

HaCaT-ras ll-4 -solut ovat padasiassa peraisin valkoihoisesta vaestostd, mika takaa, etta ne ovat merkityksellisia
tietylle etniselle ryhmalle tieteellisissa tutkimuksissa. Niiden alkupera ja ominaisuudet tekevat niista
korvaamattoman arvokkaan resurssin tutkijoille, jotka ovat kiinnostuneita ihon biologian ja erilaistumisen eri
nakokohtien tutkimisesta.

Nailld soluilla on tyypillisissa viljelyolosuhteissa osittain tai taysin erilaistunut fenotyyppi. Tama fenotyyppi
johtuu kalsiumin runsaasta esiintymisesta seka perinteisessa elatusaineessa etta naudan sikioseerumissa, mika
tarjoaa soluille ihanteellisen ympariston, jossa ne voivat osoittaa kypsan ihon soluja muistuttavia
ominaisuuksia. Tdman ominaisuuden ansiosta tutkijat voivat tutkia ihon kehitykseen, haavan paranemiseen ja
epidermiksen erilaistumiseen liittyvia monimutkaisia prosesseja.

Koska HaCaT-ras -4 -solut ovat kasvainherkkia ja kykenevat jaljittelemdan ihon biologiaa in vitro, ne tarjoavat
ainutlaatuisen mahdollisuuden tutkia ihosyopadn ja muihin ihoon liittyviin sairauksiin liittyvia molekyylireitteja.
Kayttamalla tata poikkeuksellista solumallia tutkijat voivat saada syvallisempaa tietoa kasvainten
syntymekanismeista, invasiivisesta potentiaalista ja terapeuttisista interventioista.

HaCaT-ras II-4 -solut ovat tarkea valine biologisten tieteiden tutkimuksessa, erityisesti ihon biologian ja
erilaistumisen tutkimuksessa. Ne ovat peraisin spontaanisti kuolemattomiksi muuttuneista ihmisen ihon
keratinosyyteistd, ne on muunnettu c-Ha-ras (EJ) onkogeenilla ja ne kdyttaytyvat sen jélkeen hiirissa kasvainten
muodostajana, minka vuoksi ne ovat korvaamattomia ihoon liittyvien sairauksien ja hoitokeinojen tutkimisessa.
Hyodyntamallda HaCaT-ras Il-4 -solujen ainutlaatuisia ominaisuuksia tutkijat voivat paasta syvempaan
ymmarrykseen ihon biologiasta ja edistaa laaketieteellista tietamysta ja hoitovaihtoehtoja erilaisiin
ihosairauksiin.

Organism lhminen
Tissue lho
Synonyms HaCaT-ras-klooni Il-4, HaCaT II-4, II-4

Ominaisuudet

Age 62 vuotta
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Gender Mies
Ethnicity Kaukasialainen
Cell type Keratinosyytit
Growth Tarttuva
properties
Saantelytiedot
Citation HaCaT-ras lI-4 (Cytionin luettelonumero 300495)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3868

GMO Status GMO-S1: Tama ihmisen keratinosyyttilinja (HaCaT-ras I1-4) sisaltda plasmidia, joka koodaa c-Ha-Ras-
onkogeenisekvensseja, jotka on tuotu transfektiolla, mika mahdollistaa muuntuneen
kasvukadyttaytymisen. Konstruktio on integroitu HaCaT-perdisiin keratinosyytteihin. Tama luokitus
koskee vain Saksaa, ja se voi poiketa muualla.

Biomolekyylitiedot

Protein P53 (+), CEA (+),
expression
Tumorigenic Erittain erilaistuneen, paikallisesti invasiivisen levyepiteelisolusyovan muodostuminen Balb/c-nu/nu -hiirilla.
Karyotype Aneuploidi (hypotetraploidi)
Kasittely
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukoosia, w: 4 mM L-glutamiinia, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natriumpyruvaattia (Cytionin
Medium artikkelinumero 820300a)
Supplements Taydennetdan elatusainetta 10 %:lla FBS:lla
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Dissociation EDTA:n (kanta: 0,05 %) ja trypsiinin (kanta: 0,1 %) 1:1 seos on valmistettava joka kerta ennen solujen irrottamista

Reagent kayttaen PBS:34, jossa ei ole Ca2+- ja Mg2+ -aineita fysiologisen osmolaarisuuden aikaansaamiseksi.
Kayttovalmiita trypsiinin/EDTA:n seoksia ei suositella, koska ne voivat aiheuttaa soluklontteja. Vaihtoehtoisesti
voidaan kayttda TrypLETM Expressia (Life Technologies) trypsiinin/EDTA:n sijasta. Valmistajan protokollaa on
noudatettava.

Subculturing
1. Havita vanha viliaine: Poista vanha valiaine pulloista.
2. Pese solut: Lisda 3-5 ml PBS:aa (ilman kalsiumia ja magnesiumia) T25-pulloihin tai 5-10 ml T75-pulloihin
tarttuneiden solujen pesemiseksi.
3. Lisda EDTA-liuos: Peitd solukerros kokonaan juuri valmistetulla 0,05-prosenttisella EDTA-liuoksella -
kadyta 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa.
4. Inkubointi: Inkuboi pulloja 37 asteessa 10 minuutin ajan.
5. Lisda trypsiini/EDTA-liuos: Lisaa inkuboinnin jalkeen tuore trypsiini/EDTA-liuos (0,05 % trypsiini, 0,025
% EDTA) pulloihin varmistaen, etta solut peittyvat kokonaan - kdytd 1 ml T25-pulloihin ja 2,5 ml T75-
pulloihin.
6. Seuraa irtoamista: Tarkkaile soluja, joiden pitdisi irrota 1-2 minuutin kuluessa.
7. Neutraloi trypsiini: Lisda FBS:aa sisaltdvaa soluviljelyalustaa trypsiinin aktiivisuuden pysayttamiseksi.
8. Siirrad solut: Annostele solususpensio uusiin pulloihin, jotka on esitdytetty tuoreella elatusaineella.
Seeding 1x 10% solua/cm?
density
Fluid renewal 2 kertaa viikossa
Freeze Kryosailytysmediana kdytdamme tdydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittdvan
medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:ta (Cytionin luettelonumero 800100), joka
sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Varmista, ettd injektiopullo pysyy syvdjaadytettyna toimitettaessa, silld solut kuljetetaan kuivajaassa,
jotta optimaalinen l@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaadn valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vettd ja antimikrobista ainetta, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes
jaastd on jaljelld pieni jadmohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirra solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka sisaltaa 8
ml huoneenlampoista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja hévité varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jaanndspakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirrd kaikki
vdliaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.

Incubation

Atmosphere 37°C,5 %oy kostutettu ilmakeha.

Flask Coating Ei mitdén

Freezing

Procedure Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajaassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettdva viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Shipping

Conditions Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettdva viipymatta asianmukaiseen varastoon.
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Storage

Conditions Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan hoyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -

196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta / Geneettinen profiili / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla ettd luminesenssiin perustuvilla

mykoplasman osoitusmenetelmilla.

Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.
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