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Vispariga informacija

Description 5
HaCaT-ras -4 Stinas ir ievérojams un plasi pétits Sinu modelis biologijas zinatné. Sis Stinas ir iegltas no

spontani imortalizétiem cilvéka adas keratinocitiem, pazistamiem ka HaCaT Siinas, kas modificétas, izmantojot
transfekciju ar c-Ha-ras (EJ) onkogénu. So $iinu atlases pamata bija to izturiba pret selektivu antibiotiku G418,
ka aprakstits Boukamp et al. 1990. gada veiktaja visaptverosSaja pétijuma.

HaCaT-ras Il-4 Sinam ir raksturiga viena ievérojama iezime - tas ir audzéjainas. Kad sis klona Stinas injicé Balb/c-
nu/nu/nu pelém, tas uzvedas fascinéjosi, veidojot augsti diferencétas un lokali invazivas plakanstnu
karcinomas. S7 unikala Tpasiba lauj pétniekiem kontroléta eksperimentala vidé pétit audzéju attistibas un
progresésanas mehanismus.

HaCaT-ras II-4 Stinas parsvara ir ieglitas no Kaukaza populacijas, nodrosinot to atbilstibu konkrétai etniskajai
grupai zinatniskajos pétijumos. To izcelsme un Tpasibas padara tas par nenovértéjamu resursu pétniekiem,
kurus interesé dazadu adas biologijas un diferenciacijas aspektu izpéte.

Sim $inam raksturigs dalgji vai pilniba diferencéts fenotips tipiskos kultiras apstaklos. Sis fenotips ir saistits ar
bagatigu kalcija klatbatni gan tradicionalaja barotné, gan fetalaja liellopu seruma, kas nodrosina idealu vidi, lai
$0nam batu lidzigas nobriedu$am adas $Gnam raksturigas ipasibas. Stipasiba lauj pétniekiem pétit sareZgitos
procesus, kas saistiti ar adas attistibu, bri¢u dziSanu un epidermas diferenciaciju.

HaCaT-ras II-4 Slinas, kas ir tumorigénas un spéj atkartot adas biologiju in vitro, sniedz unikalu iesp&ju pétit
molekularos celus, kas saistiti ar adas vezi un citam ar adu saistitam slimibam. Izmantojot So izcilo Sinu modeli,
pétnieki var gt dzilaku ieskatu par audzéju rasanas pamatmehanismiem, invazivo potencialu un terapeitisko
iejauksanos.

HaCaT-ras II-4 SGinas ir svarigs instruments biologijas zinatnu pétnieciba, jo Tpasi adas biologijas un
diferenciacijas pétijumos. To izcelsme no spontani imortizétiem cilvéka adas keratinocitiem, modifikacija ar c-
Ha-ras (EJ) onkogénu un turpmaka tumorogéna uzvediba pelés padara tas nenovértéjamas ar adu saistitu
slimibu un terapeitisko pieeju pétnieciba. Izmantojot HaCaT-ras II-4 Stinu unikalas pasibas, pétnieki var ieglt
dzilaku izpratni par adas biologiju un veicinat medicinisko zinasanu un dazadu adas slimibu arstésanas iespéju
attistibu.

Organism Cilvéks

Tissue Ada

Synonyms HaCaT-ras klons 1I-4, HaCaT I1-4, 1I-4
Raksturojums

Age 62 gadi

Gender Viriesi

Ethnicity Kaukazietis
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Cell type Keratinociti
Growth Adherent
properties
Normativie dati
Citation HaCaT-ras lI-4 (Cytion kataloga numurs 300495)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3868

GMO Status GMO-S1: Si cilvéka keratinocitu [inija (HaCaT-ras I-4) satur plazmidu, kas kodé c-Ha-Ras onkogéna
sekvences, kas ieviestas ar transfekciju, nodrosinot transformétu augsanu. Konstrukts ir integréts HaCaT
atvasinatajos keratinocitos. ST klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un var at3kirties citur.

Biomolekularie dati

Protein P53 (+), CEA (+),
expression
Tumorigenic Augsti diferencétas, lokali invazivas plakansinu karcinomas veidoSanas 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 %) maisijums 1:1 katru reizi jasagatavo pirms Stinu atdaliSanas, 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.

Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas
vai plates.

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
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.
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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.
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