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Opis

Komérki HaCaT-ras A5 sa spontanicznie uniesmiertelniong, nienowotworowa linig komérek keratynocytéw ludzkiej skory, odgrywajaca
kluczowa role w badaniu interakcji mikrosrodowiska guza i progresji raka skory. Pochodzace od 62-letniego mezczyzny rasy kaukaskiej,
komorki te zostaty poddane selekcji klonalnej i mutagenezie, co w potaczeniu z autokrynng regulacja czynnika wzrostu umozliwia tworzenie
wolno rosnacych, wysoce zr6znicowanych tagodnych guzéw torbielowatych u myszy Balb/c-nu/nu. Czyni to z nich cenny model do badania
dynamiki komorkowej i molekularnych mechanizmoéw progresji nowotworu in vivo.

Komorki HaCaT-ras A5 sg szczegdlnie przydatne do wyjasnienia ztozonych interakcji miedzy komérkami nowotworowymi a otaczajacymi je
komaérkami zrebu, w tym fibroblastami, komérkami odpornosciowymi i komérkami srédbtonka. W interakcjach tych posredniczy wydzielanie
réznych czasteczek sygnalizacyjnych, takich jak czynniki wzrostu, cytokiny i proteazy, wsrdd ktérych kluczowa role odgrywa interleukina-6
(IL-6). Wiadomo, ze IL-6 ulega rozregulowaniu w wielu typach nowotworéw, gtéwnie poprzez nadekspresje lub trwatg aktywacje czynnika
transkrypcyjnego STAT3.

Badania wykazaly, ze stymulacja IL-6 komoérek HaCaT-ras A5 znacznie zwieksza ich proliferacje poprzez szlak sygnalizacyjny JAK/STAT,
podczas gdy fibroblasty pozostajg nienaruszone z powodu silniejszego hamowania przez SOCS3, negatywny regulator tego szlaku. Ta
zréznicowana odpowiedz zostata uchwycona w modelu matematycznym opisujagcym dynamike STAT3 i SOCS3, zapewniajac gltebsze
zrozumienie kaskad sygnalizacyjnych specyficznych dla komorek.

Co wiecej, IL-6 nie tylko bezposrednio wpltywa na proliferacje komérek HaCaT-ras A5, ale takze posrednio wptywa na srodowisko komérkowe
poprzez aktywacje sieci czynnikéw wzrostu, takich jak HGF, KGF, VEGF i IL-8. Analiza ekspresji genéw obejmujgca ponad 16 000 genéw
wykazata, ze stymulacja IL-6 zwieksza regulacje 19 genéw zwigzanych ze szlakiem sygnatowym interferonu zaréwno w komérkach HaCaT-
ras A5, jak i fibroblastach, co koreluje z obserwowanym zahamowaniem wzrostu fibroblastow.

Odkrycie kluczowej roli SerpinB4 w proliferacji komérek HaCaT-ras A5, potwierdzone przez eksperymenty knockdown siRNA, podkresla
skomplikowana regulacje IL-6 zaréwno w komorkach nowotworowych, jak i zrebowych. To kompleksowe zrozumienie roli IL-6 zwieksza
potencjat rozwoju ukierunkowanych strategii terapeutycznych majacych na celu modulacje szlakéw sygnatowych IL-6 w mikrosrodowisku
guza.

Ogodlnie rzecz biorgc, komorki HaCaT-ras A5 oferujg solidny model do badania ztozonych interakcji w mikrosSrodowisku guza, torujac droge do
nowych podejs¢ w badaniach nad rakiem i rozwoju terapii.

Chusteczka Skoéra

Synonimy

« HaCaT-ras clone A-5
« HaCaTA-5

e A5

« A5

KLASYFIKACJA

Organizm Cztowiek
Seks Mezczyzna
Wiasciwosci zwiazane ze wzrostem Zwolennik
Status GMO GMO-S1

Szczegotowe informacje dotyczace statusu GMO

GMO-S1: This HaCaT-ras A5 line contains a plasmid-borne c-Ha-ras oncogene construct for epithelial transformation research. This
classification applies only within Germany and may differ elsewhere.
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CECHY CHARAKTERYSTYCZNE

Typ komorki Keratynocyt
Nowotworotwérczy Powstawanie tagodnych guzéw u myszy Balb/c-nu/nu.
Karyotyp

Aneuploidalny (hipotetraploidalny)

IDENTYFIKATORY
Zrédio
HaCaT-ras A5 (numer katalogowy Cytion 300494)

Numer identyfikacji podatkowej NCBI 9606

Cellosaurus CVCL xK16

EKSPRESJA | PODATNOSC

Ekspresja biatek
P53 (+), CEA (%),

POSTEPOWANIE | HODOWLA

Pozywka hodowlana
DMEM, w: 4,5 g/l glukozy, w: 4 mM L-glutaminy, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pirogronianu sodu (numer artykutu Cytion 820300a)

Atmosfera inkubacyjna 37°C, 5%C02, nawilzona atmosfera.

Suplementy
Uzupetni¢ podioze 10% FBS

Odczynnik dysocjacyjny Mieszanina 1:1 EDTA (zapas: 0,05%) i trypsyny (zapas: 0,1%) musi by¢ przygotowana za
kazdym razem przed odtgczeniem komorek przy uzyciu PBS bez Ca2+ i Mg2+, aby
zapewnic¢ fizjologiczng osmolarnos¢. Nie zaleca sie stosowania gotowych do uzycia
mieszanin trypsyny/EDTA, poniewaz moze to prowadzi¢ do zbrylania sie komorek.
Alternatywnie mozna uzy¢ TrypLETM Express (Life Technologies) zamiast trypsyny/EDTA.
Nalezy postepowac zgodnie z protokotem producenta.

Hodowla komérek w subkulturze

Usun starg pozywke: Usuna¢ starg pozywke z kolb.

Ptukanie komérek: Dodaj 3-5 ml PBS (bez wapnia i magnezu) do kolb T25 lub 5-10 ml do kolb T75, aby przemy¢ przylegajace komorki.
Doda¢ roztwér EDTA: Catkowicie przykryj warstwe komérek $wiezo przygotowanym 0,05% roztworem EDTA - uzyj 1-2 ml dla kolb T25i 2,5
ml dla kolb T75.

Inkubacja: Inkubowac kolby w temperaturze 37 stopni Celsjusza przez 10 minut.

Dodaj roztwor trypsyny/EDTA: Po inkubacji dodaj $wiezo przygotowany roztwor trypsyny/EDTA (0,05% trypsyny, 0,025% EDTA) do kolb,
upewniajac sie, ze komorki sg w petni pokryte - uzyj 1 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75.

Monitorowanie oderwania: Obserwowac komorki, ktére powinny oddzieli¢ sie w ciagu 1-2 minut.

Zneutralizuj trypsyne: Dodaj pozywke zawierajaca FBS, aby zatrzymac aktywnos$c trypsyny.

Przenie$ komorki: Przenie$ zawiesing komadrek do nowych kolb wypetnionych swiezym podtozem hodowlanym.

Gestos¢ wysiewu 1 x 104 komérek/cm?

Odnawianie ptynéw 2 razy w tygodniu
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Rozmrazanie i hodowla

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

KONTROLA JAKOSCI | KRIOKONSERWACJA

Bezptodnosé

Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod wykrywania mykoplazmy opartych
na luminescenciji.

Aby upewnic sig, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sg poddawane codziennym
kontrolom wizualnym.

Pozywka do zamrazania Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) +
10% DMSO w celu zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer
katalogowy Cytion 800100), ktéra zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory
metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i zmniejszenia stresu wywotanego
kriokonserwacja.

Warunki przechowywania

W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescié fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od -150 do -196 °C.
Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przej$ciowy przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Warunki wysyiki

Linie komoérkowe poddane kriokonserwacji sg wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych opakowaniach z wystarczajaca
iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymac temperature okoto -78°C przez caly czas transportu. Po otrzymaniu przesyiki nalezy natychmiast
sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc¢ fiolki do odpowiedniego miejsca przechowywania.

DARCZYNCA
Wiek dawcy 62 lata
Pochodzenie etniczne Kaukaski

KWESTIE PRAWNE | BEZPIECZENSTWO

Srodki bezpieczenstwa

Planujac przechowywanie kriofiolek w ciektym azocie w celu ich p6Zniejszego rozmrozenia, nalezy bezwzglednie przestrzegac
rygorystycznych srodkéw bezpieczenstwa. Niezbedne sa odpowiednie rekawice i odziez ochronna, a podczas przenoszenia zamrozonych
probek do lub ze zbiornika z ciektym azotem wymagane jest stosowanie maski lub okularéw ochronnych. Ma to na celu zmniejszenie ryzyka
obrazen spowodowanych potencjalnymi eksplozjami kriowialu podczas wyjmowania, ktére moga skutkowa¢ wyrzuceniem ostrych
fragmentow.

Gwarancja

W Cytion gwarantujemy jakos$¢ i zywotno$¢ naszych produktow.
Gwarantujemy, ze nasze komérki beda zywotne na poczatku hodowli przez 60 dni po wysytce z naszych zaktadow.
Zapewniamy, ze wszystkie materiaty sa zgodne ze specyfikacjami opisanymi w certyfikacie analizy i/lub karcie produktu

Szczegobtowe informacje mozna znalez¢ w naszej <a href=""/Who-we-are/Warranty/"" hreflang=""x-default"">O$wiadczeniu gwarancyjnym
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Obowiazuja umowy z podmiotami Yes

zewnetrznymi
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