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HaCaT-ras II-4 hiicreleri biyoloji biliminde dikkate deger ve kapsamli olarak calisilmis bir hiicresel modeldir. Bu
hiicreler, HaCaT hiicreleri olarak bilinen ve c-Ha-ras (EJ) onkogeni ile transfeksiyon yoluyla modifiye edilen
kendiliginden 6limsiizlestirilmis insan deri keratinositlerinden tiiretilmistir. Bu hiicrelerin se¢imi, 1990 yilinda
Boukamp ve arkadaslari tarafindan yiritilen kapsamli calismada agiklandigi gibi, secici bir antibiyotik olan
G418'e karsi direnglerine dayaniyordu.

HaCaT-ras -4 hiicrelerinin dikkate deger bir 6zelligi timdrijenik yapilaridir. Bu klonal hiicreler Balb/c-nu/nu
farelerine enjekte edildiginde, oldukga farklilasmis ve lokal olarak invazif skuamoz hiicreli karsinomlar
olusturarak buytileyici bir davranis sergilerler. Bu benzersiz 6zellik, arastirmacilarin kontrolli bir deney
ortaminda tiimor gelisimi ve ilerleme mekanizmalarini kesfetmelerine olanak saglamaktadir.

HaCaT-ras -4 hiicreleri agirlikli olarak Kafkas popiilasyonundan elde edilir ve bilimsel arastirmalarda belirli bir
etnik gruba uygunluk saglar. Kokenleri ve 6zellikleri, onlar gesitli cilt biyolojisi ve farklilasma yonlerini
incelemekle ilgilenen arastirmacilar igin paha bicilmez bir kaynak haline getirmektedir.

Bu hiicreler tipik kiiltlir kosullari altinda kismen ila tamamen farklilasmis bir fenotipe sahiptir. Bu fenotip,
hiicrelerin olgun deri hiicrelerine benzeyen 6zellikler sergilemesi icin ideal bir ortam saglayan hem geleneksel
besiyerinde hem de fetal sigir serumunda bol miktarda kalsiyum bulunmasina baglanmaktadir. Bu 6zellik,
arastirmacilarin cilt gelisimi, yara iyilesmesi ve epidermal farklilasmada yer alan karmasik suiregleri
arastirmasina olanak tanir.

HaCaT-ras lI-4 hiicreleri, tiimorijenik yapilan ve cilt biyolojisini in vitro olarak kopyalama yetenekleriyle, cilt
kanseri ve ciltle ilgili diger bozukluklarla iliskili molekiiler yollari kesfetmek icin essiz bir firsat sunmaktadir.
Arastirmacilar bu istisnai hlicresel modeli kullanarak timér olusumunun altinda yatan mekanizmalar, invaziv
potansiyel ve terapotik miidahaleler hakkinda daha derin bilgiler edinebilirler.

HaCaT-ras -4 hiicreleri, 6zellikle cilt biyolojisi ve farklilasma ¢alismalarinda biyolojik bilim arastirmalari icin
hayati bir aractir. Kendiliginden dliimsiizlesmis insan derisi keratinositlerinden kdken almalari, c-Ha-ras (EJ)
onkogeni ile modifikasyonlari ve ardindan farelerdeki tiimorijenik davranislari, onlari deri ile ilgili hastaliklarin
ve terapotik yaklasimlarin arastirilmasi icin cok degerli kilmaktadir. Arastirmacilar HaCaT-ras I1-4 hiicrelerinin
benzersiz 6zelliklerinden yararlanarak cilt biyolojisinin daha iyi anlasilmasini saglayabilir ve cesitli cilt
hastaliklari icin tibbi bilgi ve tedavi seceneklerinin gelistirilmesine katkida bulunabilirler.

insan

Cilt

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

62 yil

Erkek
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Ethnicity Kafkas
Cell type Keratinosit
Growth Yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation HaCaT-ras -4 (Cytion katalog numarasi 300495)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3868

GMO Status GMO-S1: Bu insan keratinosit hatti (HaCaT-ras I1-4), transfeksiyon yoluyla verilen c-Ha-Ras onkogen
dizilerini kodlayan ve donistiirlilmis bliyiime davranisi saglayan bir plazmid igerir. Yapi HaCaT tiirevi
keratinositlere entegre edilmistir. Bu siniflandirma sadece Almanya icinde gecerlidir ve baska yerlerde
farklilik gosterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Protein P53 (+), CEA (+),
expression
Tumorigenic Balb/c-nu/nu farelerinde oldukga farklilasmis, lokal olarak invazif skuamoz hiicreli karsinom olusumu.
Karyotype Anoploid (hipotetraploid)

Elle¢leme
Culture DMEM, w: 4,5 g/L Glukoz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM Sodyum piruvat (Cytion riin
Medium numarasi 820300a)
Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin
Dissociation 1:1 EDTA (stok. %0,05) ve tripsin (stok: %0,1) karisimi, fizyolojik bir ozmolarite saglamak icin Ca2+ ve Mg2+
Reagent icermeyen PBS kullanilarak hiicreler ayrilmadan 6nce her seferinde hazirlanmalidir. Kullanima hazir

tripsin/EDTA karisimlari 6nerilmez, ¢linkii bu hiicre kiimelenmelerine neden olabilir. Alternatif olarak
tripsin/EDTA yerine TrypLETM Express (Life Technologies) kullanilabilir. Ureticinin protokolii takip edilmelidir.
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Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

. Eski Besiyerini Atin: Eski besiyerini siselerden cikarin.
2. Hiicreleri Yikayin: Yapisik hiicreleri yikamak igin T25 siselerine 3-5 ml PBS (kalsiyum ve magnezyum

icermeyen) veya T75 siselerine 5-10 ml ekleyin.

. EDTA Gozeltisi ekleyin: Hiicre katmanini yeni hazirlanmis %0,05 EDTA soliisyonuyla tamamen kaplayin;

T25 siseleriicin 1-2 mlve T75 siseleri icin 2,5 ml kullanin.

4. inkiibasyon: Flasklari 37 santigrat derecede 10 dakika inkiibe edin.
. Tripsin/EDTA Soliisyonu ekleyin: inkiibasyonun ardindan, flasklara yeni hazirlanmis tripsin/EDTA

soliisyonu (%0,05 tripsin, %0,025 EDTA) ekleyin ve hiicrelerin tamamen kaplandigindan emin olun; T25
flasklar icin 1 mlve T75 flasklar icin 2,5 ml kullanin.

. Ayrilmayi izleyin: 1-2 dakika icinde ayrilmasi gereken hiicreleri gdzlemleyin.
. Tripsini notralize edin: Tripsin aktivitesini durdurmak igin FBS iceren hiicre kiiltiirii ortami ekleyin.
. Hiicreleri Aktarin: Hiicre siispansiyonunu taze kiiltiir ortami ile 6nceden doldurulmus yeni siselere

dagitin.

1x10* hucre/cm2

haftada 2 kez

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiylime ortami (FBS dahil) + %10

medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklart korumak igin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinliglin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifij tlipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
stipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonugclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Cozildiikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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