
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ HaCaT-ras II-4 เป็นแบบจำลองเซลล์ที่น่าทึ่งและได้รับการศึกษาอย่างกว้างขวางในวิทยาศาสตร์ชีวภาพ เซลล์เหล่านี้ได้มาจากเคราติโนไซต์ของผิวหนังมนุษย์ที่กลายเป็นอมตะโดยธรรมชาติ ซึ่งรู้จักกันในชื่อเซลล์ HaCaT ซึ่งถูกดัดแปลงผ่านการถ่ายโอนยีนด้วยไวรัสของยีนก่อมะเร็ง c-Ha-ras (EJ)การคัดเลือกเซลล์เหล่านี้ขึ้นอยู่กับความต้านทานต่อ G418 ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะที่เลือกทำลายเซลล์ได้เฉพาะชนิด ตามที่ได้อธิบายไว้ในงานวิจัยอย่างละเอียดที่ดำเนินการโดย Boukamp และคณะ ในปี พ.ศ. 2533

ลักษณะเด่นอย่างหนึ่งของเซลล์ HaCaT-ras II-4 คือความสามารถในการก่อเนื้องอก เมื่อเซลล์โคลนเหล่านี้ถูกฉีดเข้าสู่หนู Balb/c-nu/nu จะแสดงพฤติกรรมที่น่าสนใจโดยก่อตัวเป็นมะเร็งเซลล์สแควมัสที่มีการเจริญเติบโตสูงและมีความรุกรานในท้องถิ่น คุณสมบัติพิเศษนี้ทำให้นักวิจัยสามารถศึกษาการพัฒนาและกลไกการลุกลามของเนื้องอกในสภาพแวดล้อมการทดลองที่ควบคุมได้

เซลล์ HaCaT-ras II-4 มีต้นกำเนิดหลักจากประชากรเชื้อสายคอเคเซียน ซึ่งช่วยให้มีความเกี่ยวข้องกับกลุ่มชาติพันธุ์เฉพาะในการวิจัยทางวิทยาศาสตร์ ลักษณะและแหล่งกำเนิดของเซลล์เหล่านี้ทำให้เป็นทรัพยากรอันมีค่าสำหรับนักวิจัยที่สนใจศึกษาชีววิทยาของผิวหนังและการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ในแง่มุมต่างๆ

เซลล์เหล่านี้มีลักษณะทางฟีโนไทป์ที่เปลี่ยนแปลงไปบางส่วนถึงสมบูรณ์ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงทั่วไป ลักษณะนี้เกิดจากการมีแคลเซียมในปริมาณมากทั้งในอาหารเลี้ยงเชื้อแบบดั้งเดิมและเซรั่มจากเลือดลูกวัว ซึ่งสร้างสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมสำหรับเซลล์ในการแสดงลักษณะที่คล้ายกับเซลล์ผิวหนังที่สมบูรณ์ คุณสมบัตินี้ช่วยให้นักวิจัยสามารถศึกษาขั้นตอนที่ซับซ้อนที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาผิวหนัง การหายของบาดแผล และการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ผิวหนังชั้นนอก

ด้วยลักษณะการก่อเนื้องอกและความสามารถในการจำลองชีววิทยาของผิวหนังในหลอดทดลอง เซลล์ HaCaT-ras II-4 จึงมอบโอกาสพิเศษในการศึกษาเส้นทางโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับมะเร็งผิวหนังและความผิดปกติอื่น ๆ ที่เกี่ยวข้องกับผิวหนัง ด้วยการใช้แบบจำลองเซลล์ที่ยอดเยี่ยมนี้ นักวิจัยสามารถเข้าใจกลไกพื้นฐานของการเกิดเนื้องอก ศักยภาพในการรุกราน และการแทรกแซงทางการรักษาได้ลึกซึ้งยิ่งขึ้น

เซลล์ HaCaT-ras II-4 เป็นเครื่องมือสำคัญสำหรับการวิจัยทางวิทยาศาสตร์ชีวภาพ โดยเฉพาะอย่างยิ่งในชีววิทยาผิวหนังและการศึกษาการแยกตัวของพวกมันมีต้นกำเนิดจากเคอราติโนไซต์ของผิวหนังมนุษย์ที่กลายเป็นอมตะโดยธรรมชาติ การดัดแปลงด้วยยีนก่อมะเร็ง c-Ha-ras (EJ) และพฤติกรรมก่อเนื้องอกในหนูทำให้พวกมันมีคุณค่าอย่างยิ่งในการศึกษาโรคที่เกี่ยวข้องกับผิวหนังและแนวทางการรักษาด้วยการนำคุณลักษณะเฉพาะของเซลล์ HaCaT-ras II-4 มาใช้ นักวิจัยสามารถไขความลับความเข้าใจเชิงลึกเกี่ยวกับชีววิทยาของผิวหนัง และช่วยส่งเสริมความรู้ทางการแพทย์และทางเลือกในการรักษาโรคผิวหนังต่างๆ ได้

Organism มนุษย์

Tissue ผิวหนัง

Synonyms HaCaT-ras clone II-4, HaCaT II-4, II-4

ลักษณะ

Age 62 ปี

Gender ชาย

Ethnicity คอเคเชียน

Cell type เคราติโนไซต์

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation HaCaT-ras II-4 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300495)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3868
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GMO Status GMO-S1: สายพันธุ์เซลล์เคราติโนไซต์ของมนุษย์ (HaCaT-ras II-4) นี้มีพลาสมิดที่เข้ารหัสลำดับยีนก่อมะเร็ง c-Ha-Ras ซึ่งถูกนำเข้าสู่เซลล์ด้วยการทรานส์เฟคชัน ทำให้เกิดพฤติกรรมเจริญเติบโตที่เปลี่ยนแปลงไป โครงสร้างนี้ถูกรวมเข้ากับเซลล์เคราติโนไซต์ที่สืบทอดมาจาก HaCaT การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้น และอาจแตกต่างจากที่อื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Protein
expression

P53 (+), CEA (+),

Tumorigenic การก่อตัวของมะเร็งเซลล์สความัสที่มีการแยกตัวสูงและรุกรานเฉพาะที่ในหนู Balb/c-nu/nu

Karyotype อะนีพลอยด์ (ไฮโปเตตราพลอยด์)

การจัดการ

Culture
Medium

DMEM, w: 4.5 กรัม/ลิตร กลูโคส, w: 4 มิลลิโมลาร์ แอล-กลูตามีน, w: 3.7 กรัม/ลิตร NaHCO3, w: 1.0 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไพรูเวต (หมายเลขบทความ Cytion 820300a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

ต้องเตรียมสารผสมในอัตราส่วน 1:1 ของ EDTA (สต็อก 0.05%) และทริปซิน (สต็อก: 0.1%) ทุกครั้งก่อนการแยกเซลล์ โดยใช้ PBS ที่ไม่มี Ca2+ และ Mg2+ เพื่อให้ได้ออสโมลาริตีที่เหมาะสมทางสรีรวิทยาไม่แนะนำให้ใช้ส่วนผสมของทริปซิน/EDTA ที่พร้อมใช้งาน เนื่องจากอาจทำให้เซลล์จับตัวเป็นก้อนได้ ทางเลือกคือสามารถใช้ TrypLETM Express (Life Technologies) แทนทริปซิน/EDTA ได้ ควรปฏิบัติตามวิธีการใช้ของผู้ผลิต

Subculturing
1. ทิ้งสื่อเก่า: นำสื่อเก่าออกจากขวด
2. ล้างเซลล์: เติม PBS (ปราศจากแคลเซียมและแมกนีเซียม) 3-5 มล. ลงในขวด T25 หรือ 5-10 มล. ลงในขวด T75 เพื่อล้างเซลล์ที่เกาะติด
3. เติมสารละลาย EDTA: ปิดชั้นเซลล์ให้มิดด้วยสารละลาย EDTA 0.05% ที่เตรียมใหม่ - ใช้ 1-2 มิลลิลิตรสำหรับขวด T25 และ 2.5 มิลลิลิตรสำหรับขวด T75
4. การบ่ม: บ่มขวดแก้วที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที
5. เติมสารละลายทริปซิน/EDTA: หลังจากการบ่ม ให้เติมสารละลายทริปซิน/EDTA ที่เตรียมสดใหม่ (ทริปซิน 0.05%, EDTA 0.025%) ลงในขวดเพาะเลี้ยง โดยให้แน่ใจว่าเซลล์ถูกปกคลุมอย่างทั่วถึง—ใช้ 1 มล. สำหรับขวด T25 และ 2.5 มล. สำหรับขวด T75
6. การสังเกตการหลุดลอก: สังเกตเซลล์ซึ่งควรจะหลุดออกภายใน 1-2 นาที
7. ทำให้ทริปซินเป็นกลาง: เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี FBS เพื่อหยุดการทำงานของทริปซิน
8. ถ่ายเซลล์: ถ่ายสารแขวนลอยเซลล์ลงในขวดใหม่ซึ่งเติมอาหารเลี้ยงเชื้อสดไว้ล่วงหน้า

Seeding
density

1 x 10^4 เซลล์/ซม.^2

Fluid renewal 2 ครั้งต่อสัปดาห์

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
สำหรับการยึดเกาะและการมีชีวิตที่ดีที่สุดหลังการละลาย เราแนะนำให้ใช้ขวดหรือจานเคลือบคอลลาเจน

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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