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Obecné informace

Description

Organism

Tissue

Synonyms

Charakteristika

Age

Gender

Buriky HaCaT-ras A5 jsou spontanné imortalizovana, nenadorova linie lidskych koZnich keratinocytd, ktera je
dulezita pro studium interakci mezi nadorovym mikroprostfedim a progrese kozniho karcinomu. Tyto buriky,
pochazejici od 62letého muze kavkazského pvodu, prosly klonalni selekci a mutagenezi, coz spolu s autokrinni
regulaci ristovych faktord umozriuje tvorbu pomalu rostoucich, vysoce diferencovanych benignich cystickych
nadord u mysi Balb/c-nu/nu. To z nich ¢ini cenny model pro zkoumani bunééné dynamiky a molekularnich
mechanismu progrese nadord in vivo.

Buriky HaCaT-ras A5 jsou zvlasté uZite¢né pro objasnéni komplexnich interakci mezi nadorovymi burikami a
okolnimi stromalnimi burikami, véetné fibroblast(, imunitnich bunék a endotelidlnich bunék. Tyto interakce
jsou zprostredkovany sekreci rliznych signalnich molekul, jako jsou rdstové faktory, cytokiny a proteazy, mezi
nimiz hraje kli¢ovou roli interleukin-6 (IL-6). Je znamo, Ze u mnoha typt rakoviny dochazi k dysregulaci IL-6,
predevsim prostrednictvim nadmérné exprese nebo trvalé aktivace transkripéniho faktoru STAT3.

Vyzkum ukazal, Ze stimulace bunék HaCaT-ras A5 pomoci IL-6 vyznamné zvySuje jejich proliferaci

vz

negativnim regulatorem této drahy. Tato rozdilna odezva byla zachycena v matematickém modelu popisujicim
dynamiku STAT3 a SOCS3, coz umoziiuje hlubsi pochopeni bunécné specifickych signalizacnich kaskad.

Kromé toho IL-6 nejen pfimo ovlivriuje proliferaci bunék HaCaT-ras A5, ale také nepfimo ovliviiuje bunééné
prostredi prostfednictvim aktivace sité riistovych faktor(, jako jsou HGF, KGF, VEGF a IL-8. Analyza genové
exprese zahrnujici vice nez 16 000 genti odhalila, Ze stimulace IL-6 zvySuje regulaci 19 gend souvisejicich s
interferonovou signalni drahou jak u bunék HaCaT-ras A5, tak u fibroblastd, cozZ koreluje s pozorovanou inhibici
rustu u fibroblastd.

Objev kli¢ové role SerpinB4 v proliferaci bunék HaCaT-ras A5, potvrzeny pomoci experimentt s knockdown
siRNA, podtrhuje sloZitou regulaci IL-6 jak v nadorovych, tak ve stromalnich burikach. Toto komplexni
pochopeni roli IL-6 zvy3Suje potencial pro vyvoj cilenych terapeutickych strategii zaméfenych na modulaci
signalnich drah IL-6 v nadorovém mikroprostredi.

Celkoveé lze fici, Ze buriky HaCaT-ras A5 predstavuji robustni model pro zkoumani komplexni interakce v
nadorovém mikroprostredi, coZ otevira cestu k novym pristuptim ve vyzkumu a vyvoji terapie rakoviny.

Clovék

Kaze

HaCaT-ras klon A-5, HaCaT A-5, A-5, A5

62 let

Muzi
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Ethnicity

Cell type

Growth
properties

Regulaéni udaje

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

Kavkazsky

Keratinocyty

Adherentni

HaCaT-ras A5 (katalogové ¢islo Cytion 300494)

9606

CellosaurusAccession CVCL_xK16

Depositor

GMO Status

DKFZ, Heidelberg

 Cytion

GMO-S1: Tato linie HaCaT-ras A5 obsahuje plazmidovy konstrukt onkogenu c-Ha-ras pro vyzkum
epitelidlni transformace. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a jinde se m(ze lisit.

Biomolekularni data

Protein
expression

Tumorigenic
Karyotype
Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

P53 (+), CEA (+),

Tvorba benignich nador( u mysi Balb/c-nu/nu.

Aneuploidni (hypotetraploidni)

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

Cytion 820300a)

Dopliite médium o 10% FBS
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Dissociation Smés EDTA (zasoba 0,05 %) a trypsinu (zasoba 0,1 %) v poméru 1:1 musi byt pfipravena vzdy pfed oddélenim

Reagent bunék pomoci PBS bez Ca2+ a Mg2+, aby byla zajisténa fyziologicka osmolarita. Smési trypsinu/EDTA pripravené
k poufZiti se nedoporucuji, protoZze mohou zpUsobit shlukovani bunék. Jako alternativu lze misto trypsinu/EDTA
pouZit TrypLETM Express (Life Technologies). Je tfeba dodrZovat protokol vyrobce.

Subculturing
1. VyfFazeni starého média: Odstrafite staré médium z banék.
2. Promyvani bunék: Pfidejte 3-5 ml PBS (bez vapniku a hof¢iku) do banék T25 nebo 5-10 ml do banék
T75, abyste promyli adherujici buriky.
3. Pridejte roztok EDTA: Vrstvu bunék zcela pokryjte Cerstvé pripravenym 0,05% roztokem EDTA - pouZijte
1-2 ml pro banky T25 a 2,5 ml pro banky T75.
4. Inkubace: Inkubujte barky pfi teploté 37 °C po dobu 10 minut.
5. PFidejte roztok trypsinu/EDTA: Po inkubaci pfidejte do banék Cerstvé pfipraveny roztok trypsinu/EDTA
(0,05% trypsin, 0,025% EDTA) a zajistéte, aby byly bunky zcela pokryty - pouzijte 1 ml pro banky T25a 2,5
ml pro bariky T75.
6. Monitorujte oddélovani: Pozorujte buriky, které by se mély oddélit béhem 1-2 minut.
7. Neutralizujte trypsin: Pridejte bunécné kultivacni médium obsahujici FBS, abyste zastavili trypsinovou
aktivitu.
8. PFeneste buriky: Davkujte bunécnou suspenzi do novych banék predem naplnénych ¢erstvym
kultivaénim médiem.
Split ratio Doporucuje se pomér 1:5 a7 1:10
Seeding 1x 10% bunék/cm?
density
Fluid renewal 2krat tydné
Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep3eni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . ” - _ . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pri dodani hluboce zmrazena, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pri teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okam?zita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation

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

Flask Coating Zadny

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Shipping
Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned

zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Storage
Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testl zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.

Profil STR Amelogenin: x,x
CSF1PO: 9,11
D13S317: 10,12
D16S539:9,12
D5S818: 12
D7S820:9,11
THO01:9.3
TPOX: 11,12
VWA: 16,17
D3S1358: 16
D21S11:28,30.2
D18S51:12
PentaE: 7,12
PentaD: 11,13
D8S1179: 14
FGA: 24

Alely HLA A*:'31:01:02
B*:'40:01:02, '51:01:01
C*:'03:04:01, '15:02:01
DRB1*:'04:01:01, '15:01:01G
DQA1*:'01:02:01, '03:03:01
DQB1*:'03:01:01, '06:02:01
DPB1*:'03:01:01G, '04:01:01G
E:'01:03:01, '01:03:02
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