
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ HaCaT-ras A5 เป็นเซลล์ไลน์ของเคราติโนไซต์ผิวหนังมนุษย์ที่ไม่ก่อให้เกิดเนื้องอกและเกิดความเป็นอมตะโดยธรรมชาติ มีบทบาทสำคัญในการศึกษาปฏิสัมพันธ์ระหว่างไมโครเอนไวรอนเมนต์ของเนื้องอกและการพัฒนาของมะเร็งผิวหนังเซลล์เหล่านี้มีต้นกำเนิดจากชายชาวคอเคเชียนอายุ 62 ปี ซึ่งได้ผ่านการคัดเลือกแบบโคลนและการกลายพันธุ์ ซึ่งเมื่อรวมกับการควบคุมปัจจัยการเจริญเติบโตแบบออโตไครน์ ทำให้สามารถก่อให้เกิดเนื้องอกซีสต์ชนิดไม่ร้ายแรงที่มีการเจริญเติบโตช้าและมีความแตกต่างสูงในหนู Balb/c-nu/nu ได้ ซึ่งทำให้เซลล์เหล่านี้เป็นแบบจำลองที่มีคุณค่าสำหรับการศึกษาพลวัตของเซลล์และกลไกโมเลกุลของการเจริญเติบโตของเนื้องอกในร่างกาย

เซลล์ HaCaT-ras A5 มีประโยชน์อย่างยิ่งในการอธิบายปฏิสัมพันธ์ที่ซับซ้อนระหว่างเซลล์มะเร็งกับเซลล์สโตรมาโดยรอบ รวมถึงไฟโบรบลาสต์ เซลล์ภูมิคุ้มกัน และเซลล์บุผนังหลอดเลือด ปฏิสัมพันธ์เหล่านี้ถูกควบคุมโดยการหลั่งสารส่งสัญญาณต่างๆ เช่น ปัจจัยการเจริญเติบโต ไซโตไคน์ และโปรตีเอส ซึ่งในจำนวนนี้ อินเตอร์ลิวคิน-6 (IL-6) มีบทบาทสำคัญอย่างยิ่งIL-6 เป็นที่ทราบกันดีว่ามีการควบคุมที่ผิดปกติในมะเร็งหลายชนิด โดยหลักแล้วเกิดจากการแสดงออกมากเกินไปหรือการกระตุ้นอย่างต่อเนื่องของปัจจัยการถอดรหัส STAT3

งานวิจัยได้แสดงให้เห็นว่าการกระตุ้น IL-6 ในเซลล์ HaCaT-ras A5 เพิ่มการเพิ่มจำนวนของเซลล์อย่างมีนัยสำคัญผ่านเส้นทางสัญญาณ JAK/STAT ในขณะที่ไฟโบรบลาสต์ไม่ได้รับผลกระทบเนื่องจากการยับยั้งที่รุนแรงกว่าโดย SOCS3 ซึ่งเป็นตัวควบคุมเชิงลบของเส้นทางนี้ การตอบสนองที่แตกต่างกันนี้ได้ถูกจับในแบบจำลองทางคณิตศาสตร์ที่อธิบายพลวัตของ STAT3 และ SOCS3 ซึ่งให้ความเข้าใจที่ลึกซึ้งยิ่งขึ้นเกี่ยวกับกระบวนการส่งสัญญาณเฉพาะของเซลล์

นอกจากนี้ IL-6 ไม่เพียงแต่ส่งผลโดยตรงต่อการเพิ่มจำนวนของเซลล์ HaCaT-ras A5 เท่านั้น แต่ยังส่งผลทางอ้อมต่อสภาพแวดล้อมของเซลล์ผ่านการกระตุ้นเครือข่ายของปัจจัยการเจริญเติบโต เช่น HGF, KGF, VEGF และ IL-8 อีกด้วยการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับยีนมากกว่า 16,000 ยีน พบว่าการกระตุ้น IL-6 เพิ่มการแสดงออกของยีน 19 ยีนที่เกี่ยวข้องกับเส้นทางการส่งสัญญาณอินเตอร์เฟอรอนในทั้งเซลล์ HaCaT-ras A5 และไฟโบรบลาสต์ ซึ่งสอดคล้องกับการยับยั้งการเจริญเติบโตที่สังเกตได้ในไฟโบรบลาสต์

การค้นพบบทบาทสำคัญของ SerpinB4 ในการเพิ่มจำนวนของเซลล์ HaCaT-ras A5 ซึ่งได้รับการยืนยันผ่านการทดลองลดการแสดงออกของยีนด้วย siRNA แสดงให้เห็นถึงการควบคุมที่ซับซ้อนโดย IL-6 ในทั้งเซลล์เนื้องอกและเซลล์สโตรมา ความเข้าใจที่ครอบคลุมนี้เกี่ยวกับบทบาทของ IL-6 ช่วยเพิ่มศักยภาพในการพัฒนาแนวทางการรักษาแบบมุ่งเป้าที่มุ่งปรับการส่งสัญญาณของ IL-6 ในสภาพแวดล้อมจุลภาคของเนื้องอก

โดยรวมแล้ว เซลล์ HaCaT-ras A5 เป็นแบบจำลองที่มีความแข็งแกร่งสำหรับการสำรวจปฏิสัมพันธ์ที่ซับซ้อนภายในสภาพแวดล้อมจุลภาคของเนื้องอก ซึ่งเป็นการเปิดทางสู่แนวทางใหม่ในการวิจัยโรคมะเร็งและการพัฒนาวิธีการรักษา

Organism มนุษย์

Tissue ผิวหนัง

Synonyms HaCaT-ras clone A-5, HaCaT A-5, A-5, A5

ลักษณะ

Age 62 ปี

Gender ชาย

Ethnicity คอเคเชียน

Cell type เคราติโนไซต์

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation HaCaT-ras A5 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300494)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_xK16
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GMO Status GMO-S1: สายพันธุ์ HaCaT-ras A5 นี้ประกอบด้วยพลาสมิดที่มีโครงสร้างยีนก่อมะเร็ง c-Ha-ras สำหรับการวิจัยการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เยื่อบุผิว การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้นและอาจแตกต่างกันในที่อื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล

Protein
expression

P53 (+), CEA (+),

Tumorigenic การเกิดเนื้องอกที่ไม่เป็นพิษเป็นภัยในหนู Balb/c-nu/nu

Karyotype อะนีพลอยด์ (ไฮโปเตตราพลอยด์)

การจัดการ

Culture
Medium

DMEM, w: 4.5 กรัม/ลิตร กลูโคส, w: 4 มิลลิโมลาร์ แอล-กลูตามีน, w: 3.7 กรัม/ลิตร NaHCO3, w: 1.0 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไพรูเวต (หมายเลขบทความ Cytion 820300a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

ต้องเตรียมสารผสมในอัตราส่วน 1:1 ของ EDTA (สต็อก 0.05%) และทริปซิน (สต็อก: 0.1%) ทุกครั้งก่อนการแยกเซลล์ โดยใช้ PBS ที่ไม่มี Ca2+ และ Mg2+ เพื่อให้ได้ออสโมลาริตีที่เหมาะสมทางสรีรวิทยาไม่แนะนำให้ใช้ส่วนผสมของทริปซิน/EDTA ที่พร้อมใช้งาน เนื่องจากอาจทำให้เซลล์จับตัวเป็นก้อนได้ ทางเลือกคือสามารถใช้ TrypLETM Express (Life Technologies) แทนทริปซิน/EDTA ได้ ควรปฏิบัติตามวิธีการใช้ของผู้ผลิต

Subculturing
1. ทิ้งสื่อเก่า: นำสื่อเก่าออกจากขวด
2. ล้างเซลล์: เติม PBS (ปราศจากแคลเซียมและแมกนีเซียม) 3-5 มล. ลงในขวด T25 หรือ 5-10 มล. ลงในขวด T75 เพื่อล้างเซลล์ที่เกาะติด
3. เติมสารละลาย EDTA: ปิดชั้นเซลล์ให้มิดด้วยสารละลาย EDTA 0.05% ที่เตรียมใหม่ - ใช้ 1-2 มิลลิลิตรสำหรับขวด T25 และ 2.5 มิลลิลิตรสำหรับขวด T75
4. การบ่ม: บ่มขวดแก้วที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที
5. เติมสารละลายทริปซิน/EDTA: หลังจากการบ่ม ให้เติมสารละลายทริปซิน/EDTA ที่เตรียมสดใหม่ (ทริปซิน 0.05%, EDTA 0.025%) ลงในขวดเพาะเลี้ยง โดยให้แน่ใจว่าเซลล์ถูกปกคลุมอย่างทั่วถึง—ใช้ 1 มล. สำหรับขวด T25 และ 2.5 มล. สำหรับขวด T75
6. การสังเกตการหลุดลอก: สังเกตเซลล์ซึ่งควรจะหลุดออกภายใน 1-2 นาที
7. ทำให้ทริปซินเป็นกลาง: เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี FBS เพื่อหยุดการทำงานของทริปซิน
8. ถ่ายเซลล์: ถ่ายสารแขวนลอยเซลล์ลงในขวดใหม่ซึ่งเติมอาหารเลี้ยงเชื้อสดไว้ล่วงหน้า

Seeding
density

1 x 10^4 เซลล์/ซม.^2

Fluid renewal 2 ครั้งต่อสัปดาห์

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน (รวมถึง FBS) + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ หรือ CM-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 800100) ซึ่งรวมถึงสารป้องกันออสโมติกและสารรักษาเสถียรภาพเมตาบอลิซึมที่ได้รับการปรับให้เหมาะสมเพื่อเพิ่มการฟื้นตัวและลดความเครียดที่เกิดจากการแช่แข็ง
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Thawing and
Culturing Cells 1. ยืนยันว่าขวดยังคงแช่แข็งอย่างสมบูรณ์เมื่อได้รับสินค้า เนื่องจากเซลล์ถูกจัดส่งบนน้ำแข็งแห้งเพื่อรักษาอุณหภูมิที่เหมาะสมระหว่างการขนส่ง

2. เมื่อได้รับแล้ว ให้เก็บ cryovial ทันทีที่อุณหภูมิต่ำกว่า -150 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาความสมบูรณ์ของเซลล์ หรือดำเนินการตามขั้นตอนที่ 3 หากจำเป็นต้องเพาะเลี้ยงทันที

3. สำหรับการเพาะเลี้ยงทันที ให้ละลายน้ำแข็งในหลอดอย่างรวดเร็วโดยแช่หลอดในอ่างน้ำที่อุณหภูมิ 37°C พร้อมน้ำสะอาดและสารต้านจุลชีพ คนเบา ๆ เป็นเวลา 40-60 วินาที จนกระทั่งเหลือเพียงก้อนน้ำแข็งขนาดเล็ก

4. ดำเนินการขั้นตอนต่อไปทั้งหมดภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้ลมไหล โดยฆ่าเชื้อขวดแช่แข็งด้วยแอลกอฮอล์ 70% ก่อนเปิด

5. เปิดขวดยาฆ่าเชื้ออย่างระมัดระวัง และถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตรที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 8 มิลลิลิตร โดยคนเบา ๆ

6. ปั่นเหวี่ยงส่วนผสมที่ความเร็ว 300 x g เป็นเวลา 3 นาที เพื่อแยกเซลล์ออกจากกัน แล้วเทส่วนใสที่อยู่ด้านบนซึ่งมีสารแช่แข็งตกค้างออกอย่างระมัดระวัง

7. ค่อยๆ ผสมเซลล์ที่ตกตะกอนให้ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ 10 มิลลิลิตร สำหรับเซลล์ที่เกาะติด ให้แบ่งสารแขวนลอยลงในขวดเลี้ยงเชื้อ T25 สองขวด สำหรับการเลี้ยงแบบแขวนลอย ให้ถ่ายอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมดลงในขวด T25 ขวดเดียว เพื่อส่งเสริมการปฏิสัมพันธ์และการเจริญเติบโตของเซลล์อย่างมีประสิทธิภาพ

8. ปฏิบัติตามระเบียบปฏิบัติของกลุ่มวัฒนธรรมย่อยที่กำหนดไว้สำหรับการเติบโตและการบำรุงรักษาของเซลล์ไลน์อย่างต่อเนื่อง เพื่อให้มั่นใจในผลลัพธ์การทดลองที่เชื่อถือได้

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, บรรยากาศชื้น

Flask Coating ไม่มี

Freezing
Procedure เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Storage
Conditions สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตรเจนเหลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ −150 ถึง −196 °C การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้เฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยังไนโตรเจนเหลวเท่านั้น

การควบคุมคุณภาพ / โปรไฟล์ทางพันธุกรรม / HLA

Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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อัลลีลของ 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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