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Yleisia tietoja

Description

Organism
Tissue
Synonyms

Ominaisuudet
Age

Gender

HaCaT-ras A5-solut ovat spontaanisti kuolematon, ei-tuumorigeeninen ihmisen ihon keratinosyyttisolulinja, jota
kadytetdan kasvaimen mikroympariston vuorovaikutuksen ja ihosyovan etenemisen tutkimiseen. Nama solut
ovat perdisin 62-vuotiaalta valkoihoiselta mieheltd, ja ne ovat lapikdyneet kloonisen valinnan ja
mutageenisuuden, jotka yhdessa autokriinisen kasvutekijasaatelyn kanssa mahdollistavat hitaasti kasvavien,
hyvin erilaistuneiden hyvanlaatuisten kystisten kasvainten muodostumisen Balb/c-nu/nu -hiirissa. Tama tekee
niista arvokkaan mallin soludynamiikan ja kasvainten etenemisen molekyylimekanismien tutkimiseen in vivo.

HaCaT-ras A5 -solut ovat erityisen hyddyllisia kasvainsolujen ja ympardivien stroomasolujen, kuten
fibroblastien, immuunisolujen ja endoteelisolujen, valisten monimutkaisten vuorovaikutussuhteiden
selvittdamisessa. Naita vuorovaikutuksia valittavat erilaiset signaalimolekyylit, kuten kasvutekijat, sytokiinit ja
proteaasit, joiden joukossa interleukiini-6:1la (IL-6) on keskeinen rooli. IL-6:n tiedetaan hairiintyvan monissa
syOpatyypeissa padasiassa STAT3-transkriptiotekijan yli-ilmentymisen tai pysyvan aktivoitumisen kautta.

Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd HaCaT-ras A5-solujen IL-6-stimulaatio lisad merkittavasti niiden
proliferaatiota JAK/STAT-signalointireitin kautta, kun taas fibroblastit eivét vaikuta, koska SOCS3, joka on
taman reitin negatiivinen saatelija, estaa sitd voimakkaammin. Tama erilainen vaste on kuvattu
matemaattisessa mallissa, joka kuvaa STAT3:n ja SOCS3:n dynamiikkaa, mika antaa syvallisemman kasityksen
solukohtaisista signalointikaskadeista.

Lisaksi IL-6 ei vaikuta suoraan HaCaT-ras A5-solujen proliferaatioon, vaan se vaikuttaa epasuorasti
soluympadristoon aktivoimalla kasvutekijoiden, kuten HGF:n, KGF:n, VEGF:n ja IL-8:n, verkoston.
Geeniekspressioanalyysi, jossa oli mukana yli 16 000 geenia, osoitti, etta IL-6-stimulaatio sdatelee 19
interferonin signaalireittiin liittyvéa geenia sekd HaCaT-ras A5-soluissa etté fibroblasteissa, mika korreloi
fibroblasteissa havaitun kasvun eston kanssa.

SerpinB4:n ratkaisevan tarkean roolin l6ytyminen HaCaT-ras A5-solujen proliferaatiossa, mika vahvistettiin
siRNA-kopiointikokeilla, korostaa IL-6:n monimutkaista saatelya seka kasvain- etta stroomasoluissa. IL-6:n
roolien kokonaisvaltainen ymmartaminen parantaa mahdollisuuksia kehittda kohdennettuja hoitostrategioita,
joilla pyritadan moduloimaan IL-6:n signaalireitteja kasvaimen mikroymparistossa.

Kaiken kaikkiaan HaCaT-ras A5 -solut tarjoavat vankan mallin kasvaimen mikroympadriston monimutkaisten
vuorovaikutussuhteiden tutkimiseen, mika tasoittaa tieta uusille lahestymistavoille sydpatutkimuksessa ja
hoitojen kehittamisessa.

Ihminen

lho

HaCaT-ras-klooni A-5, HaCaT A-5, A-5, A-5, A5

62 vuotta

Mies
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Ethnicity Kaukasialainen
Cell type Keratinosyytit
Growth Tarttuva
properties
Saantelytiedot
Citation HaCaT-ras A5 (Cytionin luettelonumero 300494)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_xK16

GMO Status GMO-S1: Tama HaCaT-ras A5 -linja sisaltaa plasmidilla varustetun c-Ha-ras-onkogeenikonstruktion
epiteelimuunnostutkimusta varten. Tama luokitus koskee vain Saksaa, ja se voi poiketa muualla.

Biomolekyylitiedot

Protein P53 (+), CEA (+),
expression
Tumorigenic Hyvénlaatuisten kasvainten muodostuminen Balb/c-nu/nu -hiirilla.
Karyotype Aneuploidi (hypotetraploidi)
Kasittely
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukoosia, w: 4 mM L-glutamiinia, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natriumpyruvaattia (Cytionin
Medium artikkelinumero 820300a)
Supplements Taydennetdan elatusainetta 10 %:lla FBS:lla
Dissociation EDTA:n (kanta: 0,05 %) ja trypsiinin (kanta: 0,1 %) 1:1 seos on valmistettava joka kerta ennen solujen irrottamista
Reagent kadyttden PBS:aa, jossa ei ole Ca2+- ja Mg2+ -aineita fysiologisen osmolaarisuuden aikaansaamiseksi.

Kayttovalmiita trypsiinin/EDTA:n seoksia ei suositella, koska ne voivat aiheuttaa soluklontteja. Vaihtoehtoisesti
voidaan kayttaa TrypLETM Expressia (Life Technologies) trypsiinin/EDTA:n sijasta. Valmistajan protokollaa on
noudatettava.
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Subculturing
1. Havita vanha viliaine: Poista vanha véliaine pulloista.
2. Pese solut: Lisda 3-5 ml PBS:3a (ilman kalsiumia ja magnesiumia) T25-pulloihin tai 5-10 ml T75-pulloihin
tarttuneiden solujen pesemiseksi.
3. Lisda EDTA-liuos: Peitd solukerros kokonaan juuri valmistetulla 0,05-prosenttisella EDTA-liuoksella -
kayta 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa.
4. Inkubointi: Inkuboi pulloja 37 asteessa 10 minuutin ajan.
5. Lisaa trypsiini/EDTA-liuos: Lisaa inkuboinnin jalkeen tuore trypsiini/EDTA-liuos (0,05 % trypsiini, 0,025
% EDTA) pulloihin varmistaen, etta solut peittyvat kokonaan - kdytéd 1 ml T25-pulloihin ja 2,5 ml T75-
pulloihin.
6. Seuraa irtoamista: Tarkkaile soluja, joiden pitdisi irrota 1-2 minuutin kuluessa.
7. Neutraloi trypsiini: Lisda FBS:a4 sisaltavaa soluviljelyalustaa trypsiinin aktiivisuuden pysayttamiseksi.
8. Siirrad solut: Annostele solususpensio uusiin pulloihin, jotka on esitdytetty tuoreella elatusaineella.
Seeding 1x 10% solua/cm?
density
Fluid renewal 2 kertaa viikossa
Freeze Kryosailytysmediana kdaytamme tdydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittavan
medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:ta (Cytionin luettelonumero 800100), joka
sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Varmista, ettd injektiopullo pysyy syvajaddytettynd toimitettaessa, silla solut kuljetetaan kuivajadssa,
jotta optimaalinen l@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaadn valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vettd ja antimikrobista ainetta, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes
jaastd on jaljelld pieni jadmohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirra solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka sisaltaa 8
ml huoneenlampdista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja hévité varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jaanndspakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirrd kaikki
vdliaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.

Incubation

Atmosphere 37°C,5 %oy kostutettu ilmakeha.

Flask Coating
Optimaalisen kiinnittymisen ja elinkelpoisuuden saavuttamiseksi sulatuksen jalkeen suosittelemme
kollageenipinnoitettujen pullojen tai levyjen kayttoa.

Freezing

Procedure Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajaassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.
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Shipping

Conditions Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Storage

Conditions Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan héyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -

196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta / Geneettinen profiili / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla etta luminesenssiin perustuvilla

mykoplasman osoitusmenetelmilla.

Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.

HLA-alleelit 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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