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Bunky HaCaT-ras II-4 st pozoruhodnym a rozsiahle Studovanym bunkovym modelom v biologickej vede. Tieto
bunky pochadzaju zo spontanne imortalizovanych ludskych koznych keratinocytov, znamych ako bunky HaCaT,
ktoré boli modifikované transfekciou onkogénom c-Ha-ras (EJ). Vyber tychto buniek bol zaloZeny na ich
rezistencii voCi selektivnemu antibiotiku G418, ako je opisané v komplexnej $tadii, ktord vykonal Boukamp a kol.
v roku 1990.

Jednou z pozoruhodnych vlastnosti buniek HaCaT-ras I1-4 je ich nadorova povaha. Ked sa tieto klonalne bunky

injikuji do mysi Balb/c-nu/nu, vykazuju fascinujlce spravanie tym, Ze vytvaraju vysoko diferencované a lokalne
invazivne skvamoceluldrne karcinémy. Tato jedinecna vlastnost umoZziuje vyskumnikom skiimat mechanizmy

vyvoja a progresie nadorov v kontrolovanom experimentalnom prostred.

Bunky HaCaT-ras II-4 pochadzaju prevazne z kaukazskej populdcie, ¢o zabezpecuje relevantnost pre Specificki
etnicku skupinu vo vedeckych vyskumoch. Ich p6vod a vlastnosti z nich robia neocenitelny zdroj pre
vyskumnikov, ktori sa zaujimaju o Stadium réznych aspektov bioldgie a diferenciacie koze.

Tieto bunky maju ¢iasto¢ne az Gplne diferencovany fenotyp v typickych kultivaénych podmienkach. Tento
fenotyp sa pripisuje hojnej pritomnosti vapnika v tradi¢nych médiach aj vo fetalnom hovadzom sére, ktoré
poskytuju idedlne prostredie pre bunky, aby vykazovali vlastnosti podobné vlastnostiam zrelych koznych
buniek. Tato vlastnost umoznuje vyskumnikom skiimat zlozité procesy, ktoré sa podielaju na vyvoji kozZe, hojeni
ran a diferenciacii epidermy.

Vdaka svojej nadorovej povahe a schopnosti replikovat biologiu koZe in vitro pontkaju bunky HaCaT-ras I1-4
jedine¢nd prilezitost na skimanie molekularnych drah spojenych s rakovinou koZe a inymi poruchami
suvisiacimi s koZou. VyuZzitim tohto vynimocného bunkového modelu mézu vyskumnici ziskat hlbsi pohlad na
zakladné mechanizmy nadorového bujnenia, invazivny potencial a terapeutické zasahy.

Bunky HaCaT-ras II-4 si dblezitym nastrojom pre biologicky vedecky vyskum, konkrétne v oblasti biologie koze
a diferenciacnych studii. Ich pévod zo spontanne imortalizovanych ludskych koZnych keratinocytov, modifikacia
onkogénom c-Ha-ras (EJ) a nasledné nadorové spravanie na mysiach z nich robi neocenitelné bunky na
skimanie ochoreni suvisiacich s koZou a terapeutickych pristupov. VyuZitim jedinenych vlastnosti buniek
HaCaT-ras II-4 m6Zu vyskumnici odhalit hlbsie pochopenie bioldgie koZe a prispiet k rozsireniu lekarskych
poznatkov a mozZnosti liecby réznych koZnych ochoreni.

Ludské

Koza

HaCaT-ras klon 11-4, HaCaT II-4, 11-4

62 rokov

Muzi
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Ethnicity Kaukazsky
Cell type Keratinocyty
Growth Adherent
properties

s, &

Regulacné udaje
Citation
Biosafety level
NCBI_TaxID
CellosaurusAccession

GMO Status

HaCaT-ras II-4 (katalégové Cislo Cytion 300495)

9606

CVCL_3868

GMO-S1: Tato linia ludskych keratinocytov (HaCaT-ras 11-4) obsahuje plazmid kédujlci sekvencie
onkogénu c-Ha-Ras zavedené transfekciou, ¢o umoziiuje transformované rastové spravanie. Konstrukt
je integrovany do keratinocytov odvodenych od HaCaT. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a m6ze sa
liSit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Protein P53 (+), CEA (+),
expression
Tumorigenic Tvorba vysoko diferencovaného, lokalne invazivneho skvamocelularneho karcindmu u mysi Balb/c-nu/nu.
Karyotype Aneuploidné (hypotetraploidné)

Spracovanie
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku
Medium Cytion 820300a)
Supplements Doplrite médium o 10 % FBS
Dissociation Zmes EDTA (zasoba 0,05 %) a trypsinu (zdsoba 0,1 %) v pomere 1:1 sa musi pripravit vZdy pred oddelenim buniek
Reagent pomocou PBS bez Ca2+ a Mg2+, aby sa zabezpecila fyziologicka osmolarita. Neodporiéa sa pouzivat zmesi

trypsinu/EDTA pripravené na poufZitie, pretoZe mézu sp6sobit zhlukovanie buniek. Ako alternativu mozno
namiesto trypsinu/EDTA pouzit TrypLETM Express (Life Technologies). Mal by sa dodrziavat protokol vyrobcu.
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Subculturing
1. Vyradenie starého média: Odstrarite staré médium z banky.
2. Premyte bunky: Pridajte 3 - 5 ml PBS (bez vapnika a horcika) do banky T25 alebo 5 - 10 ml do banky
T75, aby ste premyli prilnuté bunky.
3. Pridajte roztok EDTA: Vrstvu buniek Uplne pokryte erstvo pripravenym 0,05 % roztokom EDTA -
pouZite 1- 2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75.
4. Inkubacia: Inkubujte banky pri teplote 37 °C po&as 10 mint.
5. Pridajte roztok trypsinu/EDTA: Po inkubdcii pridajte do baniek Eerstvo pripraveny roztok
trypsinu/EDTA (0,05 % trypsin, 0,025 % EDTA), pricom sa uistite, Ze bunky st Uplne pokryté - pouZite 1 ml
pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75.
6. Monitorujte oddelovanie: Pozorujte bunky, ktoré by sa mali oddelit do 1 - 2 mindt.
7. Neutralizujte trypsin: Pridajte médium na kultivaciu buniek obsahujlice FBS, aby ste zastavili aktivitu
trypsinu.
8. Preneste bunky: Bunkova suspenzia sa preleje do novych flias vopred naplnenych ¢erstvym
kultivaénym médiom.
Seeding 1x 10* buniek/cm?
density
Fluid renewal 2 krat tyzdenne
Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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