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Obecné informace

Description

Organism

Tissue

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Cell type

Buriky HaCaT jsou kli¢ovym modelem v dermatologickém vyzkumu a nabizeji pohled na slozité mechanismy
biologie a patologie kiiZe. Spontanné imortalizovana bunécna linie HaCaT je odvozena z dospélych lidskych
epidermalnich bunék a zachovava si schopnost proliferace a diferenciace podobné jako bazalni keratinocyty in
vivo. Buriky HaCaT slouzZi jako robustni platforma pro zkoumani procesu epidermalni diferenciace a studium
epidermalnich diferenciaénich marker( nezbytnych pro zachovani integrity kize.

Nachylnost bunék HaCaT k apoptdze a jejich citlivost k latkam indukujicim apopt6zu jsou predmétem
rozsahlych studii, zejména v souvislosti s cytotoxickymi latkami, jako je RIPL. Vyzkumnici hodnoti cytotoxicitu
téchto latek a rozsah cytotoxicity pomoci bunék HaCaT a k vizualizaci bunéénych zmén vyuzivaji techniky, jako
je fluorescenéni mikroskopie.

Vyzkumnici vyuZivaji buriky HaCaT ke zkoumani G¢inkd riiznych latek, véetné antimikrobidlnich substratd, a
jejich vlivu na Zivotaschopnost bunék. Tyto buriky jsou vynikajicim substratem pro testovani antimikrobialnich
biomaterialti a antimikrobialnich atelokolagenovych substratd, které maji zasadni vyznam pro obnovu kize a
lékarské aplikace.

Epidermalni linie HaCaT hraje také zasadni roli pfi studiu bunééné senescence, cytokin a profil(i genové
exprese souvisejicich se starnutim a chronickymi chorobami. Transkripéni profily bunék HaCaT, v€etné Glohy kB
a mikroRNA, umoznuji nahlédnout do regulacnich mechanismd na molekularni Grovni.

Linie keratinocytd HaCaT se svymi vlastnostmi epidermalnich keratinocytd nabizi schiidny systém pro pitvani
slozité souhry mezi epidermalnimi burikami a imunitnim systémem, konkrétné dlohy keratinocyt( v chorobnych
stavech. Umozriuji zkoumat epigenetické modifikace a jejich vliv na diferenciaci keratinocytd, véetné tvorby
rohovinového obalu, ktery je klicovym prvkem bariérové funkce kize.

Souhrnné lze fici, Ze buriky HaCaT jsou nepostradatelnym modelem v dermatologickém vyzkumu, ktery
umozriuje hlubsi pochopeni biologie a patologie kiize diky jejich podobnosti s bazalnimi keratinocyty a jejich
schopnosti prochazet bunécnym rlistem a diferenciaci. Jejich vyuziti saha od studia epidermalni diferenciace a
antimikrobialnich G¢inkd az po zkoumani bunécnych reakci, jako je apoptdza, coz z nich ¢ini zakladni kamen
bunécéné biologie a biomedicinského vyzkumu.

62 let

Muzi

Kavkazsky

Keratinocyty o primeéru 20-25 mikrometrd.
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Growth Adherentni
properties
Regulaéni udaje
Citation HaCaT (katalogové &islo Cytion 300493)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0038

Depositor DKFZ, Heidelberg

Biomolekularni data

Tumorigenic Ne
Karyotype Aneuploidni (hypotetraploidni)
’ ’
Zpracovani
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku
Medium Cytion 820300a)
Supplements Doplrite médium o 10% FBS
Dissociation Smés EDTA (zasoba 0,05 %) a trypsinu (zasoba 0,1 %) v pomé&ru 1:1 musi byt pfipravena vzdy pred oddélenim
Reagent bunék pomoci PBS bez Ca2+ a Mg2+, aby byla zajisténa fyziologicka osmolarita. Smési trypsinu/EDTA pripravené

k poufziti se nedoporucuji, protoZze mohou zpUsobit shlukovani bunék. Jako alternativu lze misto trypsinu/EDTA
pouZit TrypLE Express (Life Technologies). Je tfeba dodrzovat protokol vyrobce.

Doubling time Doba zdvojeni buné&k HaCaT je 28 hodin.
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Subculturing

1. Vyrazeni starého média: Z ban&k opatrné odstrafite staré kultivaéni médium.

2. Promyjte buriky: Pridejte 3-5 ml fyziologického roztoku (PBS) bez vapniku a hoic¢iku do banék T25 nebo
5-10 ml do banék T75, abyste oplachli adherujici buriky.

3. Pridejte roztok EDTA: Vrstvu bunék zcela pokryjte Cerstvé pripravenym 0,05% roztokem EDTA. PouZijte
1-2 ml pro bariky T25 a 2,5 ml pro bariky T75.

4. Inkubace: Inkubujte bariky pfi 37 °C po dobu 10 minut.

5. Pridejte roztok Trypsin/EDTA nebo TrypLE Express: Po inkubaci pridejte do banék Cerstvé pripraveny
roztok trypsinu/EDTA (0,05 % trypsin, 0,025 % EDTA) nebo TrypLE Express, aby byla bunééna vrstva
zcela pokryta. Pouzijte 1 ml pro bariky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. (Poznamka: Kroky 3 a 4 |ze pfi pouZiti
pfipravku TrypLE Express vynechat.)

6. Monitorujte oddélovani: Pozorujte buriky pod mikroskopem. Buriky by se mély oddélit béhem 1-5
minut.

7. Neutralizujte trypsin: Jakmile se buriky oddéli, pridejte bunécné kultivaéni médium obsahujici fetalni
hovézi sérum (FBS) k neutralizaci trypsinové aktivity.

8. PFeneste buriky: Davkujte bunénou suspenzi do novych banék predem naplnénych éerstvym
kultivaénim médiem.

Split ratio Doporuéuje se pomér 1:5 a7 1:10

Seeding 1x 10% bunék/cm?

density

Fluid renewal 2krét tydné

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatec¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a snizeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . . L . . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmrazend, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporu¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping
Conditions

Storage
Conditions

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility

Profil STR

Alely HLA

 Cytion

Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned

zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196
°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.

Amelogenin: x,x
CSF1PO: 9,11
D13S317: 10,12
D16S539: 9,12
D5S818: 12
D7S820: 9,11
THO1:9.3
TPOX: 11,12
vWA: 16,17
D3S1358: 16
D21S11: 28,30.2
D18S51: 12
PentaE: 7,12
PentaD: 11,13
D8S1179: 14
FGA: 24
D1S1656: 11,12
D2S1338: 17,25
D12S391: 18,23
D19S433: 13,14

A*:'31:01:02

B*:'40:01:02, '51:01:01
C*:'03:04:01, '15:02:01
DRB1*:'04:01:01, '15:01:01
DQA1*:'01:02:01, '03:03:01
DQB1*:'03:01:01, '06:02:01
DPB1*:'03:01:01, '04:01:01
E:'01:03:01, '01:03:02
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