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ALLMAN INFORMATION

Beskrivning

HaCaT-ras A5-celler &r en spontant immortaliserad, icke-tumorogen méansklig hudkeratinocytcellinje som ar viktig for studier av interaktioner
mellan tumdrens mikromiljo och utvecklingen av hudcancer. Dessa celler, som harstammar fran en 62-arig kaukasisk man, har genomgatt
klonal selektion och mutagenes, vilket i kombination med autokrin tillvaxtfaktorreglering majliggor bildandet av langsamt vaxande, hogt
differentierade godartade cystiska tumorer i Balb/c-nu/nu-méss. Detta gor dem till en vardefull modell for att undersdka den cellulara
dynamiken och de molekylara mekanismerna for tumorutveckling in vivo.

HaCaT-ras A5-cellerna &r sarskilt anvandbara for att belysa de komplexa interaktionerna mellan tumérceller och omgivande stromaceller,
inklusive fibroblaster, immunceller och endotelceller. Dessa interaktioner férmedlas genom utséndring av olika signalmolekyler, t.ex.
tillvaxtfaktorer, cytokiner och proteaser, bland vilka interleukin-6 (IL-6) spelar en central roll. Det &r ként att IL-6 blir dysreglerat i manga
cancertyper, framst genom 6veruttryck eller indllande aktivering av transkriptionsfaktorn STAT3.

Forskning har visat att IL-6-stimulering av HaCaT-ras A5-celler signifikant 6kar deras proliferation via JAK/STAT-signalvagen, medan
fibroblaster forblir opaverkade pa grund av en mer potent hamning av SOCS3, en negativ regulator av denna signalvdag. Denna
differentierade respons har fangats upp i en matematisk modell som beskriver dynamiken hos STAT3 och SOCS3, vilket ger en djupare
forstaelse for cellspecifika signaleringskaskader.

IL-6 paverkar dessutom inte bara direkt HaCaT-ras A5-cellens proliferation utan paverkar ocksa indirekt cellmiljon genom aktivering av ett
natverk av tillvaxtfaktorer som HGF, KGF, VEGF och IL-8. Genuttrycksanalys som omfattade 6ver 16 000 gener visade att IL-6-stimulering
uppreglerar 19 gener relaterade till interferonsignalvagen i badde HaCaT-ras A5-celler och fibroblaster, vilket korrelerar med den observerade
tillvéxthamningen i fibroblaster.

Upptackten av SerpinB4:s avgorande roll for proliferationen av HaCaT-ras A5-celler, som bekraftades genom siRNA-knockdown-experiment,
understryker den komplicerade regleringen av IL-6 i bade tumor- och stromaceller. Denna omfattande forstéelse av IL-6:s roller 6kar
potentialen for att utveckla riktade terapeutiska strategier som syftar till att modulera IL-6:s signalvagar i tumorens mikromiljo.

Sammantaget erbjuder HaCaT-ras A5-celler en robust modell for att utforska det komplexa samspelet i tumorens mikromiljo, vilket banar vag
for nya angreppssatt inom cancerforskning och terapiutveckling.

Vavnad Hud

Synonymer

« HaCaT-ras clone A-5
« HaCaTA-5

« A5

« A5

KLASSIFICERING

Organism Manniska
Kon Man
Tillvaxtegenskaper Foljsam
GMO-status GMO-S1

Detaljer om GMO-status
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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EGENSKAPER

Celltyp Keratinocyt
Tumorframkallande Bildning av godartade tumérer hos Balb/c-nu/nu-méss.
Karyotyp

Aneuploid (hypotetraploid)

IDENTIFIERARE

Kalla
HaCaT-ras A5 (Cytion katalognummer 300494)

NCBI-skattenummer 9606

Cellosaurus CVCL xK16

UTTRYCK OCH MOTTAGLIGHET

Proteinexpression
P53 (+), CEA (%),

HANTERING OCH ODLING

Odlingsmedium
DMEM, w: 4,5 g/L glukos, w: 4 mM L-glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natriumpyruvat (Cytion artikelnummer 820300a)

Inkubationsatmosfar 37°C, 5%CO02, befuktad atmosfar.

Kosttillskott
Komplettera mediet med 10% FBS

Dissociationsmedel Blandningen 1:1 av EDTA (lager: 0,05%) och trypsin (lager: 0,1%) maste beredas varje gang
innan cellerna tas loss med hjalp av PBS utan Ca2+ och Mg2+ fér att ge en fysiologisk
osmolaritet. Fardiga blandningar av trypsin/EDTA rekommenderas inte, eftersom det kan
leda till cellklumpar. Som ett alternativ kan TrypLETM Express (Life Technologies) anvandas
i stallet for trypsin/EDTA. Tillverkarens protokoll bor foljas.

Vidareodling

Kassera gammalt medium: Ta bort det gamla mediet fran kolvarna.

Tvétta cellerna: Tillsétt 3-5 ml PBS (utan kalcium och magnesium) till T25-kolvarna eller 5-10 ml till T75-kolvarna for att tvatta de vidhéftande
cellerna.

Tillsatt EDTA-l6sning: Tack cellagret helt med en nyberedd 0,05% EDTA-I6sning - anvénd 1-2 ml fér T25-kolvar och 2,5 ml fér T75-kolvar.
Inkubering: Inkubera kolvarna vid 37 grader Celsius i 10 minuter.

Tills&tt trypsin/EDTA-I6sning: Efter inkubationen, tillsatt en nyberedd trypsin/EDTA-I6sning (0,05% trypsin, 0,025% EDTA) till kolvarna och se
till att cellerna ar helt tackta - anvand 1 ml fér T25-kolvar och 2,5 ml for T75-kolvar.

Overvaka avlagsnandet: Observera cellerna, som bor lossna inom 1-2 minuter.

Neutralisera trypsin: Tillsatt FBS-innehallande cellodlingsmedium for att stoppa trypsinaktiviteten.

Overfor celler: Dispendera cellsuspensionen till nya kolvar som fyllts med farskt odlingsmedium.

Satithet 1 x 104 celler/cm?

Vatskefornyelse 2 ganger per vecka
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Upptining och odling

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.

KVALITETSKONTROLL OCH KRYOKONSERVERING

Sterilitet

Mykoplasmakontaminering utesluts med hjélp av bAde PCR-baserade analyser och luminiscensbaserade metoder for mykoplasmadiagnostik.
For att sakerstalla att det inte finns ndgon kontaminering av bakterier, svamp eller jast utsatts cellkulturerna for dagliga visuella inspektioner.

Frysmedel Som kryokonserveringsmedium anvander vi komplett tillvaxtmedium (inklusive FBS) + 10%
DMSO for adekvat viabilitet efter upptining, eller CM-1 (Cytion katalognummer 800100), som
innehaller optimerade osmoprotektanter och metaboliska stabilisatorer for att forbattra
aterhamtningen och minska kryoinducerad stress.

Forvaringsforhallanden

For langtidsforvaring, placera flaskorna i flytande kvave i angfas vid ca -150 till -196 °C. Forvaring vid -80 °C ar acceptabelt endast som ett
kort mellanliggande steg innan éverforing till flytande kvave.

Leveransvillkor

Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel for att halla cirka -78 °C under
hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och flaskorna utan drojsmal 6verforas till lamplig forvaring.

DONATOR
Donatorns alder 62 ar
Etnicitet Kaukasisk

JURIDISKA FRAGOR OCH SAKERHET

Sékerhetsforeskrifter

Nar man planerar att férvara en kryovial i flytande kvéave for framtida upptining ar det obligatoriskt att félja strikta sakerhetsatgarder. Lampliga
skyddshandskar och skyddsklader ar nodvandiga, och ansiktsmask eller skyddsglaségon méste anvandas vid 6verforing av frysta prover till
eller fran tanken med flytande kvave. Detta for att minska risken for skador p& grund av eventuella explosioner i frysbehéllaren vid
borttagning, vilket kan leda till att vassa fragment projiceras.

Garanti

Pa Cytion star vi bakom vara produkters kvalitet och livskraft.
Vi garanterar att vara celler &r livsdugliga vid odlingens bérjan i 60 dagar efter leverans fran vara anlaggningar.
Vi forsakrar att allt material 6verensstimmer med de specifikationer som beskrivs i analyscertifikatet och/eller produktbladet

For fullstandig information, se var <a href=""/Who-we-are/Warranty/"™ hreflang=""x-default"">Garantiforklaring
Avtal med tredje part galler Yes
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