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Informacje ogélne

Description
Komorki HaCaT sg kluczowym modelem w badaniach dermatologicznych, oferujac wglad w ztozone

mechanizmy biologii i patologii skory. Spontanicznie uniesmiertelniona linia komérek HaCaT pochodzi z
dorostych ludzkich komérek naskérka i zachowuje zdolno$é¢ do proliferacji i réznicowania, podobnie jak
podstawowe keratynocyty in vivo. Komorki HaCaT stuzg jako solidna platforma do badania procesu
réznicowania naskorka i badania markeréw réznicowania naskérka niezbednych do utrzymania integralnosci
skory.

Podatnos¢ komérek HaCaT na apoptoze i ich wrazliwo$¢ na czynniki indukujace apoptoze s szeroko badane,
szczegblnie w kontekscie czynnikdw cytotoksycznych, takich jak RIPL. Badacze oceniaja cytotoksycznosé tych
Srodkow i zakres cytotoksycznosci przy uzyciu komdrek HaCaT, wykorzystujac techniki takie jak mikroskopia
fluorescencyjna do wizualizacji zmian komérkowych.

Naukowcy wykorzystali komérki HaCaT do zbadania wptywu réznych czynnikéw, w tym substratéw
przeciwdrobnoustrojowych i ich wptywu na zywotnos¢ komoérek. Komérki te sa doskonatym podtozem do
testowania przeciwdrobnoustrojowych biomateriatow i przeciwdrobnoustrojowych podtozy
atelokolagenowych, kluczowych dla naprawy skory i zastosowan medycznych.

Linia naskérkowa HaCaT odgrywa réwniez kluczowa role w badaniu starzenia sie komorek, cytokin i profili
ekspresji gendw zwigzanych ze starzeniem sie i chorobami przewlektymi. Profile transkrypcyjne komérek
HaCaT, w tym rola kB i mikroRNA, zapewniaja wglad w mechanizmy regulacyjne na poziomie molekularnym.

Linia keratynocytéw HaCaT, z ich charakterystyka jako keratynocytéw naskérka, oferuje podatny system do
badania skomplikowanej interakcji miedzy komérkami naskérka a uktadem odpornosciowym, w szczegdlnosci
roli keratynocytéw w stanach chorobowych. Umozliwiaja one badanie modyfikacji epigenetycznych iich
wptywu na réznicowanie keratynocytéw, w tym tworzenie zrogowaciatej otoczki, kluczowej cechy funkgji
barierowej skory.

Podsumowujac, komdrki HaCaT s3 niezbednym modelem w badaniach dermatologicznych, utatwiajgcym
gtebsze zrozumienie biologii i patologii skdry poprzez ich podobienstwo do keratynocytéw podstawnych oraz
ich zdolnos¢ do wzrostu i réznicowania komérek. Ich zastosowanie rozciaga sie od badania réznicowania
naskarka i dziatania przeciwdrobnoustrojowego do badania odpowiedzi komérkowych, takich jak apoptoza, co
czyni je kamieniem wegielnym w biologii komarki i badaniach biomedycznych.

Organism Cztowiek

Tissue Skéra
Charakterystyka

Age 62 lata

Gender Mezczyzna

Ethnicity Kaukaski
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Cell type

Growth
properties

Keratynocyty o $rednicy 20-25 mikrometrow.

Adherent

Dane regulacyjne

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HaCaT (numer katalogowy Cytion 300493)

9606

CellosaurusAccession CVCL_0038

Depositor

DKFZ, Heidelberg

Dane biomolekularne

Tumorigenic
Karyotype
Obstuga

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time
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Nie

Aneuploidalny (hipotetraploidalny)

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)

Uzupetnié podtoze 10% FBS

Mieszanina 1:1 EDTA (zapas: 0,05%) i trypsyny (zapas: 0,1%) musi by¢ przygotowana za kazdym razem przed
odtaczeniem komorek przy uzyciu PBS bez Ca2+ i Mg2+, aby zapewnié fizjologiczng osmolarno$é. Gotowe do
uzycia mieszaniny trypsyny/EDTA nie s3 zalecane, poniewaz moga powodowac zbrylanie sie komorek.
Alternatywnie mozna uzy¢ TrypLE Express (Life Technologies) zamiast trypsyny/EDTA. Nalezy postepowac
zgodnie z protokotem producenta.

Czas podwojenia komérek HaCaT wynosi 28 godzin.
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Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

1. Wyrzucié stara pozywke: Ostroznie usunaé starg pozywke z kolb.

2. Ptukanie komérek: Dodaj 3-5 ml soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS) bez wapnia i
magnezu do kolb T25 lub 5-10 ml do kolb T75, aby przeptukac przylegajace komorki.

3. Dodaé roztwér EDTA: Catkowicie przykryj warstwe komdrek $wiezo przygotowanym 0,05% roztworem
EDTA. Uzyj 1-2 ml dla kolb T25 2,5 ml dla kolb T75.

4. Inkubacja: Inkubowac kolby w temperaturze 37°C przez 10 minut.

5. Dodajroztwér Trypsin/EDTA lub TrypLE Express Solution: Po inkubacji dodaj $wiezo przygotowany
roztwor trypsyny/EDTA (0,05% trypsyny, 0,025% EDTA) lub TrypLE Express do kolb, upewniajac sie, ze
warstwa komorek jest w petni pokryta. Uzyj 1 mldla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. (Uwaga: Kroki 3 i 4
mozna pomina¢ w przypadku korzystania z TrypLE Express)

6. Monitorowanie oderwania: Obserwuj komorki pod mikroskopem. Komérki powinny oddzieli¢ sie w
ciggu 1-5 minut.

7. Zneutralizowacé trypsyne: Dodaj pozywke do hodowli komérkowej zawierajaca ptodowa surowice
bydleca (FBS), aby zneutralizowaé aktywnos$¢ trypsyny, gdy tylko komérki sie odtacza.

8. Przenies komorki: Przenie$ zawiesine komérek do nowych kolb wypetnionych $wiezym podtozem
hodowlanym.

Zalecany jest stosunek 1:5do 1:10

1x10% kom®"®K/cm?

2 razy w tygodniu

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnos$ci 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.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa
wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenies¢ zawiesine komadrek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscig 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucié supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakgcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

e =0 -
37°C, 5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub
ptytek pokrytych kolagenem.

Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pd'?lt?ogns Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic 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 przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.

Profil STR Amelogenin: x,x
CSF1PO: 9,11
D13S317:10,12
D16S539:9,12
D5S818: 12
D75820: 9,11
THO01:9.3
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
D195433: 13,14
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Allele HLA A*:'31:01:02

B*:'40:01:02, '51:01:01
C*:'03:04:01, '15:02:01
DRB1*:'04:01:01, '15:01:01
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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