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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Cell type

Bunky HaCaT su kli¢ovym modelom v dermatologickom vyskume, ktory pontka pohlad na komplexné
mechanizmy bioldgie a patologie koZe. Spontanne imortalizovana linia buniek HaCaT je odvodena z dospelych
ludskych epidermalnych buniek a zachovava si schopnost proliferacie a diferenciacie podobne ako bazélne
keratinocyty in vivo. Bunky HaCaT sluZia ako spolahliva platforma na skimanie procesu epidermalnej
diferenciacie a Stadium markerov epidermalnej diferenciacie nevyhnutnych na zachovanie integrity koze.

Nachylnost buniek HaCaT na apoptdzu a ich citlivost na latky indukujlice apoptdzu sa podrobne $tuduje, najméa
v stvislosti s cytotoxickymi latkami, ako je RIPL. Vyskumnici hodnotia cytotoxicitu tychto latok a rozsah
cytotoxicity pomocou buniek HaCaT, pri¢om na vizualizaciu bunkovych zmien vyuZivaji techniky, ako je
fluorescenéna mikroskopia.

Vyskumnici vyuZili bunky HaCaT na skimanie G¢inkov réznych latok vratane antimikrobidlnych substratov a ich
vplyvu na Zivotaschopnost buniek. Tieto bunky st vynikajucim substratom na testovanie antimikrobialnych
biomaterialov a antimikrobialnych atelokolagénovych substratov, ktoré sa klicové pre obnovu koze a lekarske
aplikacie.

Epidermalna linia HaCaT zohrava klicovu dlohu aj pri $tidiu bunkovej senescencie, cytokinov a profilov génovej
expresie suvisiacich so starnutim a chronickymi chorobami. Transkripéné profily buniek HaCaT vratane Glohy kB
a mikroRNA umozriuju nahliadnut do regulacnych mechanizmov na molekuldrnej trovni.

Linia keratinocytov HaCaT so svojimi vlastnostami epidermalnych keratinocytov ponika sledovatelny systém na
rozbor zloZitej interakcie medzi epidermalnymi bunkami a imunitnym systémom, konkrétne Glohy
keratinocytov v chorobnych stavoch. Umozriuji skimat epigenetické modifikacie a ich vplyv na diferenciaciu
keratinocytov vratane tvorby rohovinového obalu, ktory je kli¢ovym prvkom bariérovej funkcie koze.

Celkovo mozno povedat, ze bunky HaCaT su nenahraditelnym modelom v dermatologickom vyskume, ktory
umozriuje hlbsie pochopenie bioldgie a patoldgie koze vdaka ich podobnosti s bazalnymi keratinocytmi a ich
schopnosti podstupovat rast a diferenciaciu buniek. Ich vyuZitie siaha od $tudia epidermalnej diferenciacie a
antimikrobialnych G¢inkov aZ po skimanie bunkovych reakcii, ako je apoptéza, o z nich robi zakladny kameri
bunkovej bioldgie a biomedicinskeho vyskumu.

Ludské

Koza

62 rokov

Muzi

Kaukazsky

Keratinocyty s priemerom 20-25 mikrometrov.
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Growth Adherent
properties

¢, &

Regulacné udaje

Citation HaCaT (katalégové &islo Cytion 300493)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0038

Biomolekularne udaje

Tumorigenic Nie
Karyotype Aneuploidné (hypotetraploidné)
Spracovanie
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 Zmes EDTA (zasoba 0,05 %) a trypsinu (zasoba 0,1 %) v pomere 1:1 sa musi pripravit vZdy pred oddelenim buniek
Reagent pomocou PBS bez Ca2+ a Mg2+, aby sa zabezpedila fyziologicka osmolarita. Neodporiéa sa pouzivat zmesi

trypsinu/EDTA pripravené na poufzitie, pretoZze mézu sp6sobit zhlukovanie buniek. Ako alternativu mozno
namiesto trypsinu/EDTA pouZit TrypLE Express (Life Technologies). Mal by sa dodrZiavat protokol vyrobcu.

Doubling time Cas zdvojenia buniek HaCaT je 28 hodin.
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Subculturing

1. Vyradenie starého média: Staré kultivaéné médium opatrne odstrafite z banky.

2. Premyte bunky: Pridajte 3 - 5 ml fosfatom pufrovaného fyziologického roztoku (PBS) bez vapnika a
horcika do banky T25 alebo 5 - 10 ml do banky T75, aby ste oplachli prilnuté bunky.

3. Pridajte roztok EDTA: Vrstvu buniek Uplne pokryte erstvo pripravenym 0,05 % roztokom EDTA. Pouzite
1-2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75.

4. Inkubujte: Inkubujte banky pri teplote 37 °C pocas 10 minut.

5. Pridajte roztok Trypsin/EDTA alebo TrypLE Express: Po inkubacii pridajte do banky Cerstvo
pripraveny roztok trypsinu/EDTA (0,05 % trypsin, 0,025 % EDTA) alebo TrypLE Express, pricom
zabezpecte, aby bola vrstva buniek Uplne pokryta. PouZite 1 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75.
(Poznamka: Ak pouzivate TrypLE Express, kroky 3 a 4 méZete vynechat.)

6. Monitorujte oddelovanie: Pozorujte bunky pod mikroskopom. Bunky by sa mali oddelit do 1-5 minut.

7. Neutralizujte trypsin: Pridajte médium bunkovej kultiry obsahujice fetalne hovidzie sérum (FBS), aby
ste neutralizovali aktivitu trypsinu hned po oddeleni buniek.

8. Preneste bunky: Bunkova suspenzia sa preleje do novych flias vopred naplnenych cerstvym
kultivacnym médiom.

Split ratio Aratio of 1:5 to 1:10 is recommended

Seeding 1x 10% buniek/cm?

density

Fluid renewal 2 krat tyZdenne

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu sposobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

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

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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z::‘pd'?lt?ogns Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150
az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem

zalozenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.

STR profile Amelogenin: x,x
CSF1PO: 9,11
D13S317:10,12
D16S539:9,12
D5S818: 12
D7S820: 9,11
THO1: 09. Mrz
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
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Alely 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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