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Genel bilgi

Description
HaCaT-ras A5 hiicreleri, timor mikro-gevre etkilesimlerinin ve deri karsinomunun ilerlemesinin incelenmesinde

etkili olan, kendiliginden 6limsiizlesmis, tiimarijenik olmayan bir insan deri keratinosit hiicre hattidir. 62
yasindaki Kafkasyali bir erkekten kdken alan bu hiicreler, otokrin bliylime faktorii regiilasyonu ile birlestiginde
Balb/c-nu/nu farelerinde yavas biiyiiyen, oldukga farklilasmis iyi huylu kistik timorlerin olusumunu saglayan
klonal seleksiyon ve mutajenezden ge¢mistir. Bu da onlari in vivo timor ilerlemesinin hiicresel dinamiklerini ve
molekiiler mekanizmalarini arastirmak icin degerli bir model haline getirmektedir.

HaCaT-ras A5 hiicreleri, timor hiicreleri ile fibroblastlar, bagisiklik hiicreleri ve endotel hiicreleri de dahil olmak
Uzere cevreleyen stromal hiicreler arasindaki karmasik etkilesimleri aydinlatmak icin 6zellikle yararlidir. Bu
etkilesimlere, aralarinda interlokin-6'nin (IL-6) dnemli bir rol oynadigi biiylime faktdrleri, sitokinler ve proteazlar
gibi cesitli sinyal molekiillerinin salgilanmasi aracilik eder. IL-6'nin bir¢ok kanser tiiriinde, 6ncelikle STAT3
transkripsiyon faktoriinlin asiri ekspresyonu veya kalici aktivasyonu yoluyla diizensizlestigi bilinmektedir.

Arastirmalar, HaCaT-ras A5 hiicrelerinin IL-6 ile uyarilmasinin JAK/STAT sinyal yolu lizerinden proliferasyonlarini
onemli 6lglide artirdigini, fibroblastlarin ise bu yolun negatif bir diizenleyicisi olan SOCS3 tarafindan daha giiclii
bir sekilde inhibe edilmesi nedeniyle etkilenmedigini gostermistir. Bu farkli yanit, STAT3 ve SOCS3'lin
dinamiklerini tanimlayan matematiksel bir modelde yakalanarak hiicreye 6zgi sinyal kaskadlarinin daha iyi
anlasilmasini saglamistir.

Ayrica, IL-6 sadece HaCaT-ras A5 hiicre cogalmasini dogrudan etkilemekle kalmaz, ayni zamanda HGF, KGF,
VEGF ve IL-8 gibi bir biilylime faktorleri aginin aktivasyonu yoluyla hiicresel ortami dolayli olarak etkiler.
16.000'den fazla geni iceren gen ekspresyon analizi, IL-6 stimiilasyonunun hem HaCaT-ras A5 hiicrelerinde hem
de fibroblastlarda interferon sinyal yolagiyla ilgili 19 geni yukari regiile ettigini ve bunun da fibroblastlarda
gozlenen bilylime inhibisyonuyla iliskili oldugunu ortaya koymustur.

SerpinB4'lin HaCaT-ras A5 hiicrelerinin proliferasyonundaki kritik roliintin kesfi, siRNA knockdown deneyleri ile
dogrulanarak, IL-6'nin hem tiimor hem de stromal hiicrelerdeki karmasik diizenlemesinin altini cizmektedir. IL-
6'nin rollerine iliskin bu kapsamli anlayis, timor mikrogevresindeki IL-6 sinyal yolaklarini modiile etmeyi
amaclayan hedefe yonelik terapatik stratejiler gelistirme potansiyelini artirmaktadir.

Genel olarak HaCaT-ras A5 hiicreleri, timor mikrogevresindeki karmasik etkilesimi kesfetmek icin saglam bir
model sunarak kanser arastirmalari ve tedavi gelistirmede yeni yaklasimlarin 6niinii agmaktadir.

Organism insan

Tissue Cilt

Synonyms HaCaT-ras klonu A-5, HaCaT A-5, A-5, A5
Ozellikler

Age 62 yil

Gender Erkek
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Ethnicity Kafkas
Cell type Keratinosit
Growth Yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation HaCaT-ras A5 (Cytion katalog numarasi 300494)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_xK16

GMO Status GDO-S1: Bu HaCaT-ras A5 hatti, epitelyal transformasyon arastirmalari igin plazmid kaynakli bir c-Ha-ras
onkogen yapisi icerir. Bu siniflandirma sadece Almanya icinde gecerlidir ve baska yerlerde farklilik
gosterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Protein P53 (+), CEA (+),
expression
Tumorigenic Balb/c-nu/nu farelerinde iyi huylu tiimér olusumu.
Karyotype Anoploid (hipotetraploid)
Ellecleme
Culture DMEM, w: 4,5 g/L Glukoz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM Sodyum piruvat (Cytion uirlin
Medium numarasi 820300a)
Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin
Dissociation 1:1 EDTA (stok. %0,05) ve tripsin (stok: %0,1) karisimi, fizyolojik bir ozmolarite saglamak icin Ca2+ ve Mg2+
Reagent icermeyen PBS kullanilarak hiicreler ayrilmadan 6nce her seferinde hazirlanmalidir. Kullanima hazir

tripsin/EDTA karisimlari dnerilmez, ¢linkii bu hiicre kiimelenmelerine neden olabilir. Alternatif olarak
tripsin/EDTA yerine TrypLETM Express (Life Technologies) kullanilabilir. Ureticinin protokolii takip edilmelidir.
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Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

. Eski Besiyerini Atin: Eski besiyerini siselerden cikarin.
2. Hiicreleri Yikayin: Yapisik hiicreleri yikamak igin T25 siselerine 3-5 ml PBS (kalsiyum ve magnezyum

icermeyen) veya T75 siselerine 5-10 ml ekleyin.

. EDTA Gozeltisi ekleyin: Hiicre katmanini yeni hazirlanmis %0,05 EDTA soliisyonuyla tamamen kaplayin;

T25 siseleriicin 1-2 mlve T75 siseleri icin 2,5 ml kullanin.

4. inkiibasyon: Flasklari 37 santigrat derecede 10 dakika inkiibe edin.
. Tripsin/EDTA Soliisyonu ekleyin: inkiibasyonun ardindan, flasklara yeni hazirlanmis tripsin/EDTA

soliisyonu (%0,05 tripsin, %0,025 EDTA) ekleyin ve hiicrelerin tamamen kaplandigindan emin olun; T25
flasklar icin 1 mlve T75 flasklar icin 2,5 ml kullanin.

. Ayrilmayi izleyin: 1-2 dakika icinde ayrilmasi gereken hiicreleri gdzlemleyin.
. Tripsini notralize edin: Tripsin aktivitesini durdurmak igin FBS iceren hiicre kiiltiirii ortami ekleyin.
. Hiicreleri Aktarin: Hiicre siispansiyonunu taze kiiltiir ortami ile 6nceden doldurulmus yeni siselere

dagitin.

1x10* hucre/cm2

haftada 2 kez

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiylime ortami (FBS dahil) + %10

medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklart korumak igin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinliglin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifij tlipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
stipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonugclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Cozildiikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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Storage
Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit

yontemleri kullanilarak dislanir.

Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.

HLA alelleri 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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