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Uldine teave

Description
HaCaT-ras Il-4 rakud on bioloogiateaduses tahelepanuvaarne ja pohjalikult uuritud rakumudel. Need rakud on

saadud spontaanselt immortaliseeritud inimnaha keratinotsiiiitidest, mida tuntakse HaCaT rakkudena ja mis on
transfektsiooni teel muudetud c-Ha-ras (EJ) onkogeeniga. Nende rakkude valimine p&hines nende
resistentsusel selektiivse antibiootikumi G418 suhtes, nagu on kirjeldatud Boukamp et al. 1990. aastal labi
viidud pohjalikus uuringus.

HaCaT-ras Il-4 rakkude liks markimisvdarne omadus on nende tumorigeensus. Kui need kloonilised rakud
sustitakse Balb/c-nu/nu hiirtele, nditavad nad huvitavat kditumist, moodustades kdrgelt diferentseeritud ja
lokaalselt invasiivseid koldekartsinoome. See ainulaadne omadus voimaldab teadlastel uurida kasvajate arengu
ja progresseerumise mehhanisme kontrollitud katsekeskkonnas.

HaCaT-ras Il-4 rakud parinevad valdavalt kaukaasia populatsioonist, mis tagab teaduslikes uuringutes
asjakohasuse konkreetse etnilise riihma jaoks. Nende péritolu ja omadused teevad neist hindamatu vaartusega
ressursi teadlastele, kes on huvitatud erinevate nahabioloogia ja diferentseerumise aspektide uurimisest.

Nendel rakkudel on tiiiipilistes kasvatustingimustes osaliselt voi taielikult diferentseerunud fenotiilip. See
fenotiilip on tingitud kaltsiumi rikkalikust sisaldusest nii traditsioonilises keskkonnas kui ka veiste loote
seerumis, mis tagab rakkude jaoks ideaalse keskkonna, et need naitaksid kiipsete naharakkude omadusi. See
omadus véimaldab teadlastel uurida naha arengu, haavade paranemise ja epidermise diferentseerumise
keerulisi protsesse.

HaCaT-ras -4 rakud pakuvad tdanu oma tumorigeensele iseloomule ja vdimele jéljendada naha bioloogiat in
vitro ainulaadset voimalust uurida nahavahi ja muude nahaga seotud haiguste molekulaarseid radu. Kasutades
seda erakordset rakumudelit, saavad teadlased sligavamaid teadmisi tuumorigeneesi, invasiivse potentsiaali ja
terapeutiliste sekkumiste aluseks olevatest mehhanismidest.

HaCaT-ras -4 rakud on oluline vahend bioloogiliste teadustodde, eriti naha bioloogia ja diferentseerumise
uuringute jaoks. Nende paritolu spontaanselt immortaliseeritud inimnaha keratinotsiittidest, modifikatsioon c-
Ha-ras (EJ) onkogeeniga ja hilisem tumorigeenne kditumine hiirtel muudavad need rakud hindamatuks nahaga
seotud haiguste ja ravimeetodite uurimisel. Kasutades HaCaT-ras II-4 rakkude unikaalseid omadusi, saavad
teadlased avada stigavama arusaama naha bioloogiast ning aidata kaasa meditsiiniliste teadmiste ja
ravivéimaluste edendamisele erinevate nahahaiguste puhul.

Organism Inimene
Tissue Nahk
Synonyms HaCaT-ras kloon II-4, HaCaT I1-4, 11-4

Omadused

Age 62 aastat

Gender Mees
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Ethnicity Kaukaasia

Cell type Keratinotsiiiidid
Growth Kinnipeetav
properties

Regulatiivsed andmed

Citation HaCaT-ras lI-4 (Cytioni katalooginumber 300495)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3868

GMO Status GMO-S1: See inimese keratinotsiidtide liin (HaCaT-ras 11-4) sisaldab transfektsiooni teel sissetoodud c-
Ha-Ras onkogeeni kodeerivat plasmiidi, mis véimaldab transformeeritud kasvukaitumist.
Konstruktsioon on integreeritud HaCaT-st saadud keratinotsuiiitidesse. See klassifikatsioon kehtib ainult
Saksamaal ja voib mujal erineda.

Biomolekulaarsed andmed

Protein P53 (+), CEA (+),
expression
Tumorigenic Vaga diferentseeritud, lokaalselt invasiivse plaatinokartsinoomi teke Balb/c-nu/nu hiirtel.
Karyotype Aneuploidne (hiipotetraploidne)
Tootlemine
Culture DMEM, w: 4,5 g/L gliikoosi, w: 4 mM L-glutamiini, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM naatriumpiiruvaati (Cytioni artikli
Medium number 820300a)
Supplements Tiiendada s66tme 10% FBS-ga
Dissociation EDTA (varu: 0,05%) ja triipsiini (varu: 0,1%) 1:1 segu tuleb valmistada iga kord enne rakkude eraldamist,
Reagent kasutades Ca2+ja Mg2+ -vaba PBS-i, et tagada fiisioloogiline osmolaarsus. Valmis triipsiini/EDTA segusid ei

soovitata kasutada, kuna see voib pohjustada rakuklumpide tekkimist. Alternatiivina voib kasutada
triipsiini/EDTA asemel TrypLETM Express (Life Technologies). Tuleb jargida tootja protokolli.
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Subculturing
1. Visake vana meedium dra: Eemaldage kolbidest vana keskkond.

2. Peske rakud: T25 kolvidesse lisatakse 3-5 ml PBS-i (ilma kaltsiumi ja magneesiumita) voi 5-10 ml T75
kolvidesse, et pesta kinni jaanud rakke.

3. Lisage EDTA lahus: Katke rakukihi taielikult varskelt valmistatud 0,05% EDTA lahusega - kasutage 1-2
ml T25 kolvidesse ja 2,5 ml T75 kolvidesse.

4. Inkubeerimine: Inkubeerige kolvid 37 °C juures 10 minutit.

5. Lisage triipsiini/EDTA lahus: Parast inkubeerimist lisage kolvidesse varskelt valmistatud triipsiini/EDTA
lahus (0,05% triipsiin, 0,025% EDTA), tagades, et rakud on téielikult kaetud - kasutage 1 ml T25 kolbide
puhulja 2,5 ml T75 kolbide puhul.

6. Jalgige eraldumist: Jalgige rakke, mis peaksid eralduma 1-2 minuti jooksul.

7. Neutraliseerige triipsiin: Lisage FBS-i sisaldavat rakukultuurikeskkonda, et peatada triipsiini aktiivsus.

8. Viige rakud iile: Doseerige rakususpensioon uutesse kolvidesse, mis on eelnevalt tdidetud varske
kasvukeskkonnaga.

Seeding 1x 10% rakku/cm?
density

Fluid renewal 2 korda nadalas

Freeze Kriiosdilitusvedelikusena kasutame taielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujdulisus
medium pdrast sulatamist, vdi CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja
metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada taastumist ja vahendada kriiostressi.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkiilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jadga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sailitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sailimine, v3i jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke kdik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake iilejadanud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sootmekeskkond lihte T25 kolbi, et soodustada rakkude tdhusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%C02’ niisutatud atmosfaar.

Flask Coating
Optimaalse kinnitumise ja elujSulisuse tagamiseks parast sulatamist soovitame kasutada kollageeniga kaetud

koldeid voi plaate.

Freezing
Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt

kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvotmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Shipping
Conditions Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe

ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.

Sdilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvoetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
Uleviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pGhiste analiiliside kui ka luminestsentsil péhinevate

mukoplasma tuvastamise meetodite abil.

Bakteriaalse, seene- vOi parmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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