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Informatii generale

Description
Celulele HaCaT-ras II-4 sunt un model celular remarcabil si intens studiat in stiintele biologice. Aceste celule

sunt derivate din keratinocite ale pielii umane imortalizate spontan, cunoscute sub numele de celule HaCaT,
care au fost modificate prin transfectie cu oncogenul c-Ha-ras (EJ). Selectia acestor celule s-a bazat pe rezistenta
lor la G418, un antibiotic selectiv, astfel cum este descris in studiul cuprinzator efectuat de Boukamp si colab. in
1990.

O caracteristica notabila a celulelor HaCaT-ras Il-4 este natura lor tumorigena. Atunci cand aceste celule clonale

sunt injectate in soareci Balb/c-nu/nu, ele prezinta un comportament fascinant prin formarea de carcinoame cu

celule scuamoase foarte diferentiate si invazive la nivel local. Aceasta proprietate unica permite cercetatorilor sa
exploreze mecanismele de dezvoltare si progresie tumorala intr-un mediu experimental controlat.

Celulele HaCaT-ras -4 sunt derivate predominant din populatia caucaziana, asigurand relevanta unui grup
etnic specific in cadrul investigatiilor stiintifice. Originea si caracteristicile acestora fac din ele o resursa
nepretuita pentru cercetdtorii interesati sa studieze diverse aspecte ale biologiei si diferentierii pielii.

Aceste celule poseda un fenotip partial pana la complet diferentiat in conditii tipice de cultura. Acest fenotip
este atribuit prezentei abundente a calciului atat in mediile traditionale, cat si in serul fetal bovin, care ofera un
mediu ideal pentru ca celulele sa prezinte caracteristici asemanatoare cu cele ale celulelor mature ale pielii.
Aceasta caracteristica permite cercetatorilor sa investigheze procesele complexe implicate in dezvoltarea pielii,
vindecarea ranilor si diferentierea epidermei.

Datorita naturii lor tumorigene si capacitatii de a reproduce biologia pielii in vitro, celulele HaCaT-ras II-4 oferd o
oportunitate unicd de a explora cdile moleculare asociate cu cancerul de piele si cu alte afectiuni legate de piele.
Prin utilizarea acestui model celular exceptional, cercetatorii pot obtine o perspectivd mai profundd asupra
mecanismelor care stau la baza tumorogenezei, a potentialului invaziv si a interventiilor terapeutice.

Celulele HaCaT-ras II-4 sunt un instrument vital pentru cercetarea Tn domeniul stiintelor biologice, n special in
studiile privind biologia si diferentierea pielii. Originea lor din keratinocite ale pielii umane imortalizate spontan,
modificarea cu oncogenul c-Ha-ras (EJ) si comportamentul tumorigen ulterior la soareci le fac inestimabile
pentru investigarea bolilor legate de piele si a abordarilor terapeutice. Prin valorificarea caracteristicilor unice
ale celulelor HaCaT-ras II-4, cercetatorii pot descoperi o intelegere mai profunda a biologiei pielii si pot contribui
la avansarea cunostintelor medicale si a optiunilor de tratament pentru diferite afectiuni ale pielii.

Organism Oom
Tissue Piele
Synonyms HaCaT-ras clona -4, HaCaT II-4, lI-4

Caracteristici

Age 62 de ani

Gender Masculin
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Ethnicity Caucazian
Cell type Keratinocit
Growth Aderent
properties

Date de reglementare

Citation HaCaT-ras II-4 (numar de catalog Cytion 300495)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3868

GMO Status OMG-S1: Aceasta linie de keratinocite umane (HaCaT-ras I1-4) contine o plasmida care codifica
secventele oncogene c-Ha-Ras introduse prin transfectie, permitand un comportament de crestere
transformat. Constructia este integrata in keratinocitele derivate din HaCaT. Aceasta clasificare se aplica
numai Tn Germania si poate diferi in alte parti.

Date biomoleculare

Protein P53 (+), CEA (+),
expression
Tumorigenic Formarea carcinomului cu celule scuamoase inalt diferentiat, invaziv local la soarecii Balb/c-nu/nu.
Karyotype Aneuploid (hipotetraploid)
Manipulare
Culture DMEM, w: 4,5 g/L glucoza, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM piruvat de sodiu (numar articol
Medium Cytion 820300a)
Supplements Suplimentati mediul cu 10% FBS
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Dissociation Amestecul 1:1 de EDTA (stoc: 0,05%) si tripsina (stoc: 0,1%) trebuie pregatit de fiecare data inainte de detasarea

Reagent celulelor folosind PBS fara Ca2+ si Mg2+ pentru a asigura o osmolaritate fiziologica. Amestecurile de
tripsind/EDTA gata de utilizare nu sunt recomandate, deoarece pot duce la aglomerarea celulelor. Ca
alternativa, se poate utiliza TrypLETM Express (Life Technologies) in loc de tripsina/EDTA. Trebuie urmat
protocolul producatorului.

Subculturing .

1. Aruncati mediul vechi: Indepartati mediul vechi din flacoane.

2. Spalarea celulelor: Se adauga 3-5 ml de PBS (fara calciu si magneziu) in flacoane T25 sau 5-10 mlin
flacoane T75, pentru a spala celulele aderente.

3. Se adauga solutie EDTA: Acoperiti complet stratul celular cu o solutie EDTA 0,05% proaspat preparata -
utilizati 1-2 ml pentru flacoane T25 si 2,5 ml pentru flacoane T75.

4. Incubare: Incubati flacoanele la 37 de grade Celsius timp de 10 minute.

5. Se adauga solutie de tripsina/EDTA: Dupa incubare, addugati o solutie de tripsind/EDTA proaspat
preparatad (0,05% tripsina, 0,025% EDTA) in flacoane, asigurandu-va ca celulele sunt acoperite complet -
utilizati 1 ml pentru flacoane T25 si 2,5 ml pentru flacoane T75.

6. Monitorizati detasarea: Observati celulele, care ar trebui sa se desprindd Tn 1-2 minute.

7. Neutralizati tripsina: Adaugati mediu de cultura celulara care contine FBS pentru a opri activitatea
tripsinei.

8. Se transfera celulele: Se distribuie suspensia celulara in flacoane noi preumplute cu mediu de cultura
proaspat.

Seeding 1x10% celule/cm?

density

Fluid renewal de 2 ori pe s3ptdman3

Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate

medium adecvatd dupad dezghetare sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati
si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de criogenie.
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Thawing and

Culturing Cells . . A . . . <
g 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata
carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curatd si un agent antimicrobian, agitdndu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 mica aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspendd usor peletul celular in 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%(302’ atmosfera umidificata.

Flask Coating Niciuna

Freezing

Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.

Shipping

Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.
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Storage
Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa Tntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA

Sterility
Contaminarea cu micoplasma este exclusa utilizdnd atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.
Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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