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Vispariga informacija

Description
HaCaT-ras A5 Slinas ir spontani imortizéta cilvéka adas keratinocitu Stinu linija, kas nav tumorogéna un ir

noderiga audzéja mikrovides mijiedarbibas un adas karcinomas progresé$anas pétijumos. Sim $nam, kas
ieglitas no 62 gadus veca kaukazieSa viriesa, ir veikta klonu selekcija un mutagenéze, kas kopa ar autokrino
augsSanas faktoru regulaciju lauj veidot léni augosus, augsti diferencétus labdabigus cistiskus audzé&jus Balb/c-
nu/nu pelém. Tas padara tas par vértigu modeli Siinu dinamikas un audzéju progresésanas molekularo
mehanismu izpétei in vivo.

HaCaT-ras A5 Siinas ir ipasi noderigas, lai noskaidrotu sareZgito mijiedarbibu starp audzéja Stinam un
apkartéjam stromas $nam, tostarp fibroblastiem, iman$inam un endotélija $Gnam. So mijiedarbibu nodrosina
dazadu signalmolekulu, pieméram, augSanas faktoru, citokinu un proteazu, sekrécija, no kuram galvena loma ir
interleikinam-6 (IL-6). Ir zinams, ka daudzu véZza veidu gadijuma IL-6 ir disreguléts, galvenokart parmérigas
STAT3 transkripcijas faktora ekspresijas vai pastavigas aktivizacijas dél.

Pétijumi liecina, ka IL-6 stimulacija HaCaT-ras A5 Sinam ievérojami palielina to proliferaciju, izmantojot
JAK/STAT signalizacijas celu, bet fibroblastus neietekmé, jo So celu spécigak inhibé SOCS3, kas ir Si cela negativs
regulators. Si at3kiriga reakcija ir atspogulota matematiska modeli, kas apraksta STAT3 un SOCS3 dinamiku,
sniedzot dzilaku izpratni par Sinu specifiskajam signalizacijas kaskadém.

= v

Turklat IL-6 ne tikai tieSi ietekmé HaCaT-ras A5 stinu proliferaciju, bet ari netiesi ietekmé Stinu vidi, aktivizéjot
tadu augsanas faktoru tiklu ka HGF, KGF, VEGF un IL-8. GEénu ekspresijas analize, kura iesaistiti vairak neka 16
000 génu, atklaja, ka IL-6 stimulacija palielina 19 génu, kas saistiti ar interferona signala celu gan HaCaT-ras A5
suinas, gan fibroblastos, kas korelé ar novéroto augsanas inhibiciju fibroblastos.

SerpinB4 izskirosas lomas atklasana HaCaT-ras A5 Stinu proliferacija, kas apstiprinata, veicot siRNA izslégSanas
eksperimentus, uzsver sareZgito IL-6 regulaciju gan audzéja, gan stromas $iinas. Si visaptvero3a izpratne par IL-6
lomam palielina iesp€jas izstradat mérktiecigas terapeitiskas stratégijas, kuru mérkis ir modulét IL-6
signalizacijas celus audzéja mikrovide.

Kopuma HaCaT-ras A5 Siinas ir spécigs modelis, lai izpétitu sarezgito mijiedarbibu audzéja mikrovieta, paverot
celu jaunam pieejam véZza pétnieciba un terapijas izstradé.

Organism Cilvéks

Tissue Ada

Synonyms HaCaT-ras klons A-5, HaCaT A-5, A-5, A5
Raksturojums

Age 62 gadi

Gender Viriesi

Ethnicity Kaukazietis
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Cell type Keratinociti
Growth Adherent
properties
Normativie dati
Citation HaCaT-ras A5 (Cytion kataloga numurs 300494)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_xK16

GMO Status GMO-S1: ST HaCaT-ras A5 linija satur plazmida ievietotu c-Ha-ras onkogéna konstrukciju epitélija
transformacijas pétijumiem. ST klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un var at3kirties citur.

Biomolekularie dati

Protein P53 (+), CEA (+),
expression
Tumorigenic Labdabigu audzéju veidodanas Balb/c-nu/nu pelém.
Karyotype Aneuploidi (hipotetraploidi)
Darbs ar
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glikozes, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natrija piruvata (Cytion
Medium izstradajuma numurs 820300a)
Supplements Papildinat barotni ar 10% FBS
Dissociation EDTA (0,05 %) un tripsina (0,1 %) maistjums 1:1 katru reizi jasagatavo pirms $iinu atdali$anas, izmantojot PBS
Reagent bez Ca2+ un Mg2+, lai nodrosinatu fiziologisku osmolaritati. Nav ieteicams izmantot lietoSanai gatavus

tripsina/EDTA maisijumus, jo ta rezultata var veidoties Stinu salipumi. Ka alternativu tripsina/EDTA vieta var
izmantot TrypLETM Express (Life Technologies). Jaievéro razotaja protokols.
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Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

1. 1zmetiet veco mediju: Iznemiet veco barotni no kolbam.

2. lzskalojiet Siinas: Pievienojiet 3-5 ml PBS (bez kalcija un magnija) T25 kolbam vai 5-10 ml T75 kolbam,
lai izskalotu pielipusas Stnas.

3. Pievienot EDTA skidumu: Pilniba parklajiet Stinu slani ar svaigi sagatavotu 0,05 % EDTA Skidumu - T25
kolbam izmantojiet 1-2 ml, bet T75 kolbam - 2,5 ml.

4. Inkubésana: Kolbas inkubét 37 °C temperatira 10 mindtes.

5. Pievienojiet tripsina/EDTA Skidumu: Péc inkubacijas kolbam pievieno svaigi sagatavotu tripsina/EDTA
Skidumu (0,05 % tripsins, 0,025 % EDTA), nodrosinot, ka Stinas ir pilniba aptvertas - T25 kolbam izmanto
1 ml, bet T75 kolbam - 2,5 ml.

6. Uzraudzit atdalisanos: Novérojiet Slinas, kuram vajadzétu atdalities 1-2 mindsu laika.

7. Neitralizét tripsinu: Pievienojiet FBS saturosu Stinu barotni, lai apturétu tripsina aktivitati.

8. Parnest $iinas: Stinu suspensiju iepildit jaunas kolbas, kas iepriek piepilditas ar svaigu barotni.

1x10* §Dnas/cm2

2 reizes nedéla

Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveselo$anos un samazinatu
krioinduceéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek satitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatlra, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 minUtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stinu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augSanu.

8. levérojiet noteiktos subkultiiru protokolus, lai nodrosinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

P o _
37°C, 5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Neviens

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperattru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pd':;lt?ogns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas

mikoplazmas noteikSanas metodes.

Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.

HLA aléles 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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