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Bendra informacija

Description
HaCaT-ras A5 lastelés yra spontaniskai imortalizuota, netumorigeniné Zmogaus odos keratinocity lasteliy linija,

naudojama tiriant naviko mikroaplinkos saveika ir odos karcinomos progresavima. Sios lastelés, gautos i$ 62
mety kaukaziecio, patyreé klonine atranka ir mutageneze, o tai kartu su autokrininiu augimo veiksniy
reguliavimu leidZia formuoti létai augancius, labai diferencijuotus gerybinius cistinius navikus Balb/c-nu/nu
peléms. Dél to jos yra vertingas modelis tiriant lasteliy dinamika ir molekulinius naviky progresavimo in vivo
mechanizmus.

HaCaT-ras A5 lastelés ypac naudingos siekiant iSsiaiskinti sudétinga naviko lasteliy ir aplinkiniy stromos lasteliy,
jskaitant fibroblastus, imunines lasteles ir endotelio lgsteles, saveika. Sias sgveikas lemia jvairiy signaliniy
molekuliy, tokiy kaip augimo veiksniai, citokinai ir proteazés, is kuriy svarbiausias vaidmuo tenka interleukinui-
6 (IL-6), sekrecija. Yra Zinoma, kad IL-6 reguliacija sutrinka daugelio tipy véZio atveju, visy pirma dél pernelyg
didelés STAT3 transkripcijos faktoriaus ekspresijos arba nuolatinio jo aktyvavimo.

Tyrimai parodé, kad IL-6 stimuliuojant HaCaT-ras A5 lasteles labai padidéja jy proliferacija per JAK/STAT
signalinj kelia, o fibroblastai lieka nepaveikti dél stipresnio SOCS3, neigiamo Sio kelio reguliatoriaus, slopinimo.
Sis skirtingas atsakas buvo uZfiksuotas matematiniame modelyje, aprasan¢iame STAT3 ir SOCS3 dinamika,
leidZianciame geriau suprasti lasteléms buidingas signalines kaskadas.

Be to, IL-6 ne tik tiesiogiai veikia HaCaT-ras A5 lasteliy proliferacija, bet ir netiesiogiai veikia lastelés aplinka
aktyvindamas augimo veiksniy, tokiy kaip HGF, KGF, VEGF ir IL-8, tinkla. Geny raiskos analizé, apimanti daugiau
kaip 16 000 geny, parodé, kad IL-6 stimuliavimas padidina 19 genu, susijusiy su interferono signalo keliu tiek
HaCaT-ras A5 lastelése, tiek fibroblastuose, o tai koreliuoja su pastebétu augimo slopinimu fibroblastuose.

SerpinB4 lemiamo vaidmens HaCaT-ras A5 lasteliy proliferacijai atradimas, patvirtintas siRNA nukabinimu,
pabréZia sudétinga IL-6 reguliavima tiek naviko, tiek stromos lastelése. Toks iSsamus IL-6 vaidmens supratimas
padidina galimybes kurti tikslines terapines strategijas, skirtas IL-6 signaliniams keliams naviko mikroaplinkoje
moduliuoti.

Apskritai HaCaT-ras A5 lastelés yra patikimas modelis sudétingai naviko mikroaplinkos saveikai tirti, atveriantis
kelig naujiems pozidriams j vézio tyrimus ir terapijos kairima.

Organism Zmogus
Tissue Odos
Synonyms HaCaT-ras klonas A-5, HaCaT A-5, A-5, A5

Charakteristikos

Age 62 metai
Gender Vyras

Ethnicity Kaukazieciy
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Cell type Keratinocitai
Growth Prigludes
properties

Reguliavimo duomenys

Citation HaCaT-ras A5 (Cytion katalogo numeris 300494)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_xK16

GMO Status GMO-S1: Sioje HaCaT-ras A5 linijoje yra plazmidinis c-Ha-ras onkogeno konstruktas, skirtas epitelio
transformacijos tyrimams. Si klasifikacija taikoma tik Vokietijoje ir gali skirtis kitose $alyse.

Biomolekuliniai duomenys

Protein P53 (+), CEA (+),
expression
Tumorigenic Balb/c-nu/nu peliy gerybiniy naviky formavimasis.
Karyotype Aneuploidiniai (hipotetraploidiniai)
Tvarkymas
Culture DMEM, $: 4,5 g/l gliukozés, S: 4 mM L-glutamino, $: 3,7 g/l NaHCO3, $: 1,0 mM natrio piruvato (Cytion gaminio
Medium numeris 820300a)
Supplements Papildykite terpe 10 % FBS
Dissociation EDTA (0,05 % atsargy) ir tripsino (0,1 % atsargy) misinys 1:1 turi bati ruosiamas kiekvieng karta pries atskiriant
Reagent lasteles, naudojant PBS be Ca2+ ir Mg2+, kad baty uztikrintas fiziologinis osmoliariSkumas. Nerekomenduojama

naudoti paruosty tripsino ir EDTA miSiniy, nes gali susidaryti [asteliy gumuléliy. Vietoj tripso ir EDTA galima
naudoti "TrypLETM Express" ("Life Technologies"). Reikéty laikytis gamintojo protokolo.
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Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

1. ISmeskite sena terpe: IS kolby iSimkite sena terpe.

2. ISplaukite lasteles: | T25 kolbas jpilkite 3-5 ml PBS (be kalcio ir magnio), o j T75 kolbas - 5-10 ml, kad
iSplautumeéte prilipusias lasteles.

3. )pilkite EDTA tirpalo: Lasteliy sluoksnj visiskai uZpilkite SvieZiai paruostu 0,05 % EDTA tirpalu - 1-2 ml
T25 kolboms ir 2,5 ml T75 kolboms.

4. Inkubavimas: Inkubuokite kolbas 37 laipsniy Celsijaus temperatiroje 10 minuciy.

5. |pilkite tripsino ir EDTA tirpalo: Po inkubacijos j kolbas jpilkite SvieZiai paruosto tripsino ir EDTA tirpalo
(0,05 % tripsino, 0,025 % EDTA), jsitikinkite, kad lastelés yra visiSkai padengtos - T25 kolboms naudokite
1ml,oT75 kolboms-2,5 ml.

6. Stebékite atsiskyrima: Stebékite lasteles, kurios turéty atsiskirti per 1-2 minutes.

7. Neutralizuokite tripsina: |pilkite FBS turincios lgsteliy kultary terpés, kad tripsino veikla baty
sustabdyta.

8. Perkelkite lasteles: Lasteliy suspensija ispilstykite j naujas kolbas, i$ anksto pripildytas SvieZios terpés.

1x10* lalstelés/cm2

2 kartus per savaite

Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiska augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO, kad baty uztikrintas

medium tinkamas gyvybingumas po atsildymo, arba CM-1 (Cytion katalogo numeris 800100), kurioje yra optimizuoty
osmoprotektoriy ir medZiagy apykaitos stabilizatoriy, kad bty pagerintas atsigavimas ir sumaZintas
kriokonservavimo sukeltas stresas.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

37°C,5%

. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uz3aldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu bity palaikoma optimali temperatira.

. Gave is karto laikykite kriovialag Zemesnéje nei -150 °C temperatiiroje, kad uZtikrintuméte lasteliy

vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

. Jei norite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindamijj j 37 °C temperatiiros

vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala

dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite [asteliy suspensija j 15 ml centrifugos

mégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatiiros mitybinés terpés, atsargiai iSmaiSykite.

. MiSinj centrifuguokite 300 x g greiciu 3 minutes, kad atsiskirty lastelés, ir atsargiai iSmeskite

supernatanta su Saldymo terpés likuciais.

. Svelniai resuspenduokite lasteliy granules 10 ml $vieZios mitybinés terpés. Jei lastelés yra prigludusios,

suspensija padalykite j dvi T25 kolbas; jei tai suspensinés kultros, visa terpe perkelkite j vieng T25
kolba, kad paskatintuméte veiksminga lasteliy saveika ir augima.

. Laikykités nustatyty subkultiiry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir bty palaikoma, taip

uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.

o2’ drékintoje atmosferoje.

Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apziurékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad perveZzimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatiira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.
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Storage
Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skysta azota mazdaug -150-196 °C temperatiroje.

Laikymas -80 °C temperatiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé / Genetinis profilis / HLA

Sterility
Mikoplazmos uzterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos

aptikimo metodus.

Siekiant uztikrinti, kad nebuty uzterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielémis, lasteliy kultiros kasdien vizualiai
tikrinamos.

HLA aleliai 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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