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Altalanos informaciok

Description
A HaCaT-ras II-4 sejtek figyelemre mélto és széles kérben tanulmanyozott sejtmodellnek szamitanak a bioldgiai

tudomanyban. Ezek a sejtek spontan immortalizalt emberi bérkeratinocitakbol, az igynevezett HaCaT sejtekbdl
szarmaznak, amelyeket a c-Ha-ras (EJ) onkogénnel torténd transzfekcidval modositottunk. E sejtek kivalasztasa
a szelektiv antibiotikummal, a G418-mal szembeni rezisztencian alapult, ahogyan azt Boukamp és munkatarsai
1990-ben végzett atfogd tanulmanyukban leirtak.

A HaCaT-ras -4 sejtek egyik figyelemre mélté jellemzéje a tumorigén jelleglik. Amikor ezeket a klonalis sejteket
Balb/c-nu/nu egerekbe injektaljak, lenyligozd viselkedést mutatnak, mivel magasan differencialt és lokalisan
invaziv laphamsejtes karcindmakat képeznek. Ez az egyediilallé tulajdonsag lehetbvé teszi a kutatdk szamara,
hogy kontrollalt kisérleti kbrnyezetben vizsgaljak a daganatok kialakulasanak és progresszidjanak
mechanizmusait.

A HaCaT-ras -4 sejtek tdlnyomdrészt a kaukazusi populacidbdl szarmaznak, ami biztositja a tudomanyos
vizsgalatokban egy adott etnikai csoport relevanciajat. Eredetiik és jellemz6ik felbecsulhetetlen értékii forrassa
teszik Gket a kilonboz6 bdrbioldgiai és differencialddasi szempontok tanulmanyozasa irant érdekl6dd kutatdk
szamara.

Ezek a sejtek tipikus tenyésztési koriilmények kozott részben vagy teljesen differencialt fenotipussal
rendelkeznek. Ez a fenotipus a hagyomanyos taptalajban és a magzati szarvasmarha szérumban is béségesen
jelenlévé kalciumnak tulajdonithatd, amely idealis kdrnyezetet biztosit a sejtek szamara, hogy az érett
bérsejtekhez hasonlé tulajdonsagokat mutassanak. Ez a tulajdonsag lehetévé teszi a kutatok szamara a bér
fejlédésében, a sebgydgyulasban és az epidermalis differencidlédasban szerepet jatsz6 bonyolult folyamatok
vizsgalatat.

A HaCaT-ras II-4 sejtek tumorigén jelleglikkel és a bér bioldgidjanak in vitro reprodukalasara valo képességiikkel
egyediilalld lehetGséget kinalnak a bérrakkal és mas bérrel kapcsolatos rendellenességekkel kapcsolatos
molekularis Gtvonalak feltarasara. E kivételes sejtmodell felhasznalasaval a kutatok mélyebb betekintést
nyerhetnek a tumorigenezis, az invaziv potencial és a terapias beavatkozasok mogottes mechanizmusaiba.

A HaCaT-ras II-4 sejtek [étfontossagu eszkozei a bioldgiai tudomanyos kutatasoknak, kiilonosen a bdrbioldgiai
és differencialodasi vizsgalatoknak. Spontan immortalizalt emberi bérkeratinocitakbdl valé eredetiik, a c-Ha-ras
(EJ) onkogénnel valé médositasuk és az ezt kdvetd tumorigén viselkedésiik egerekben felbecsiilhetetlen
értékiivé teszi 6ket a bérrel kapcsolatos betegségek és terdpias megkozelitések vizsgalatahoz. A HaCaT-ras II-4
sejtek egyedi jellemzdinek kihasznalasaval a kutatok mélyebb megértést nyerhetnek a bér bioldgiajardl, és
hozzéjarulhatnak a kiilonbozé bérbetegségek orvosi ismereteinek és kezelési lehet6ségeinek fejlesztéséhez.

Organism Emberi

Tissue Bér

Synonyms HaCaT-ras kl6n 11-4, HaCaT I1-4, 1I-4
Jellemzok

Age 62 év
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Gender Férfi
Ethnicity Kaukazusi
Cell type Keratinocita
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation HaCaT-ras lI-4 (Cytion katalégusszam: 300495)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3868

GMO Status GMO-S1: Ez a human keratinocita vonal (HaCaT-ras Il-4) transzfekcidval bevitt c-Ha-Ras onkogén
szekvenciakat kodold plazmidot tartalmaz, amely lehet6vé teszi a transzformalt névekedési viselkedést.
A konstrukciot HaCaT-eredet( keratinocitakba integraltak. Ez a besorolas csak Németorszagban
érvényes, és mashol eltérhet.

Biomolekularis adatok

Protein P53 (+), CEA (+),

expression

Tumorigenic Magasan differencialt, lokalisan invaziv laphamsejtes karcindma kialakulasa Balb/c-nu/nu egerekben.
Karyotype Aneuploid (hipotetraploid)

A kezelése

Culture DMEM, w: 4,5 g/L gliikdz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natrium-piruvat (Cytion cikkszam
Medium 820300a)

Supplements Atéptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel
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Dissociation Az EDTA (lloméany: 0,05%) és a tripszin (dllomany: 0,1%) 1:1 aranyl keverékét minden alkalommal a sejtek

Reagent levalasztasa el6tt kell elkésziteni a Ca2+ és Mg2+ nélkiili PBS segitségével, hogy fiziologias ozmolaritast
biztositsunk. A tripszin/EDTA kész keverékei nem ajanlottak, mivel ez a sejtek csomodsodasat eredményezheti.
Alternativaként a tripszin/EDTA helyett TrypLETM Express (Life Technologies) hasznalhaté. A gyarto protokolljat
kell kovetni.

Subculturing
1. Dobja ki a régi médiumot: Tavolitsa el a régi tapfolyadékot a lombikokbdl.
2. Mossuk ki a sejteket: Adjunk 3-5 ml PBS-t (kalcium és magnézium nélkiil) a T25 lombikokhoz vagy 5-10
ml-t a T75 lombikokhoz a megtapadt sejtek kimosasahoz.
3. Adjunk hozza EDTA-oldatot: Fedjiik le teljesen a sejtréteget frissen készitett 0,05%-o0s EDTA-oldattal -
T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznaljunk.
4. Inkubalas: Inkubalja a lombikokat 37 Celsius-fokon 10 percig.
5. Adjunk hozza tripszin/EDTA-oldatot: Az inkubéacidt kévetSen adjunk frissen készitett tripszin/EDTA-
oldatot (0,05% tripszin, 0,025% EDTA) a lombikokhoz, biztositva, hogy a sejtek teljesen fedve legyenek -
T25 lombikok esetében 1 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznaljunk.
6. Figyelje a levalast: Figyelje meg a sejteket, amelyeknek 1-2 percen beliil le kell valniuk.
7. Semlegesitse a tripszint: Adjunk FBS-tartalmi sejttenyészté kozeget a tripszin aktivitdsanak
ledllitasahoz.
8. Asejtek atvitele: A sejtszuszpenziét adagoljuk Uj, friss taptalajjal elSre feltoltott lombikokba.
Seeding 1x10%58em?
density
Fluid renewal hetente 2 alkalommal
Freeze Krioprezervalo taptalajként teljes névekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a
medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

. Ellendrizze, hogy az injekcios liveg a széllitaskor mélyh(itétt marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek

integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids liveget gy, hogy tiszta vizzel és

antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfliird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlk, amig egy kis jégcsomd nem marad.

. Az 6sszes tovabbi [épést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezzik el, és nyitas el6tt

fertétlenitsiik a kriofuilkét 70%-os etanollal.

. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t vatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15

ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék

fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a

szuszpenzi6t két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

. Asejtvonal folyamatos novekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultira

protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

or £ Aot Py
37°C, 5 /°C02’ parasitott légkor.

A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegend6 hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels taroldhelyre.

A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallit4s soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.
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Storage
Conditions Hosszd tavd tartdsitas céljabdl helyezze az livegeket gézfazisi folyékony nitrogénbe, kortilbelil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe val atvitel el6tt.

Minéségellendrzés [ Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyez6dést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapd mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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