
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ HaCaT เป็นแบบจำลองที่สำคัญในการวิจัยด้านผิวหนัง โดยให้ข้อมูลเชิงลึกเกี่ยวกับกลไกที่ซับซ้อนของชีววิทยาและพยาธิสภาพของผิวหนัง สายพันธุ์เซลล์ HaCaT ที่เกิดการอมตะโดยธรรมชาติได้มาจากเซลล์ผิวหนังชั้นนอกของผู้ใหญ่ และยังคงความสามารถในการแบ่งตัวและเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ชนิดต่าง ๆ ได้เช่นเดียวกับเซลล์เคราติโนไซต์ฐานในร่างกาย เซลล์ HaCaT ทำหน้าที่เป็นแพลตฟอร์มที่แข็งแกร่งสำหรับการศึกษาการแยกตัวของเซลล์ผิวหนังชั้นนอกและศึกษาตัวบ่งชี้การแยกตัวของเซลล์ผิวหนังชั้นนอกที่จำเป็นสำหรับการรักษาความสมบูรณ์ของผิวหนัง

ความไวของเซลล์ HaCaT ต่อการเกิดอะพอพโทซิสและความไวต่อสารที่เหนี่ยวนำให้เกิดอะพอพโทซิสได้รับการศึกษาอย่างกว้างขวาง โดยเฉพาะในบริบทของสารที่มีพิษต่อเซลล์ เช่น RIPL นักวิจัยประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์ของสารเหล่านี้และระดับของความเป็นพิษต่อเซลล์โดยใช้เซลล์ HaCaT ร่วมกับเทคนิคต่างๆ เช่น การส่องกล้องจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนต์เพื่อสังเกตการเปลี่ยนแปลงของเซลล์

นักวิจัยได้ใช้เซลล์ HaCaT เพื่อศึกษาผลกระทบของสารต่าง ๆ รวมถึงสารตั้งต้นต้านจุลชีพและอิทธิพลของสารเหล่านี้ต่อความมีชีวิตของเซลล์ เซลล์เหล่านี้เป็นสารตั้งต้นแบบที่ยอดเยี่ยมสำหรับการทดสอบวัสดุชีวภาพต้านจุลชีพและสารตั้งต้นแบบอะเทโลคอลลาเจนต้านจุลชีพ ซึ่งมีความสำคัญต่อการซ่อมแซมผิวหนังและการประยุกต์ใช้ทางการแพทย์

เซลล์ไลน์ HaCaT ของผิวหนังชั้นนอกยังมีบทบาทสำคัญในการศึกษาการแก่ของเซลล์, ไซโตไคน์, และโปรไฟล์การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับการแก่และโรคเรื้อรัง โปรไฟล์การถอดรหัสของเซลล์ HaCaT รวมถึงบทบาทของ κB และไมโครอาร์เอ็นเอ ให้ข้อมูลเชิงลึกเกี่ยวกับกลไกการควบคุมในระดับโมเลกุล

เซลล์ไลน์ HaCaT ซึ่งเป็นเซลล์เคราติโนไซต์ของผิวหนังชั้นนอก มีลักษณะเฉพาะของเซลล์เคราติโนไซต์ของผิวหนังชั้นนอก ทำให้เป็นระบบที่สามารถศึกษาการปฏิสัมพันธ์ที่ซับซ้อนระหว่างเซลล์ผิวหนังชั้นนอกกับระบบภูมิคุ้มกันได้เป็นอย่างดี โดยเฉพาะบทบาทของเซลล์เคราติโนไซต์ในภาวะโรคต่าง ๆ พวกมันช่วยให้สามารถศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเอปิเจเนติกส์และอิทธิพลของมันต่อการเปลี่ยนแปลงของเซลล์เคราติโนไซต์ รวมถึงการก่อตัวของคอร์นิไฟด์ เอ็นเวลอปป์ ซึ่งเป็นลักษณะสำคัญในหน้าที่ของผิวหนังในการปกป้องผิว

โดยสรุป เซลล์ HaCaT เป็นแบบจำลองที่ขาดไม่ได้ในการวิจัยทางผิวหนัง ช่วยให้เข้าใจชีววิทยาและพยาธิสภาพของผิวหนังได้ลึกซึ้งยิ่งขึ้นผ่านความคล้ายคลึงกับเคราติโนไซต์พื้นฐานและความสามารถในการเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ การประยุกต์ใช้ครอบคลุมตั้งแต่การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของผิวหนังชั้นนอกและผลของสารต้านจุลชีพ ไปจนถึงการสำรวจการตอบสนองของเซลล์ เช่น การตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส ทำให้เซลล์เหล่านี้เป็นรากฐานสำคัญในชีววิทยาของเซลล์และการวิจัยทางชีวการแพทย์

Organism มนุษย์

Tissue ผิวหนัง

ลักษณะ

Age 62 ปี

Gender ชาย

Ethnicity คอเคเชียน

Cell type เคอราติโนไซต์ที่มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 20-25 ไมโครเมตร

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation HaCaT (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 300493)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0038

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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Tumorigenic ไม่

Karyotype อะนีพลอยด์ (ไฮโปเตตราพลอยด์)

การจัดการ

Culture
Medium

DMEM, w: 4.5 กรัม/ลิตร กลูโคส, w: 4 มิลลิโมลาร์ แอล-กลูตามีน, w: 3.7 กรัม/ลิตร NaHCO3, w: 1.0 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไพรูเวต (หมายเลขบทความ Cytion 820300a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

ต้องเตรียมสารผสมในอัตราส่วน 1:1 ของ EDTA (สต็อก 0.05%) และทริปซิน (สต็อก 0.1%) ทุกครั้งก่อนการแยกเซลล์ โดยใช้ PBS ที่ไม่มี Ca2+ และ Mg2+ เพื่อให้ได้ออสโมลาริตีที่เหมาะสมทางสรีรวิทยาไม่แนะนำให้ใช้สารละลายผสมไตรพซิน/EDTA ที่พร้อมใช้งาน เนื่องจากอาจทำให้เซลล์จับตัวเป็นก้อนได้ ทางเลือกคือสามารถใช้ TrypLE Express (Life Technologies) แทนไตรพซิน/EDTA ได้ โดยควรปฏิบัติตามวิธีการใช้ของผู้ผลิตอย่างเคร่งครัด

Doubling time เวลาที่ใช้ในการเพิ่มจำนวนเป็นสองเท่าของเซลล์ HaCaT คือ 28 ชั่วโมง

Subculturing
1. ทิ้งอาหารเลี้ยงเชื้อเก่า: นำอาหารเลี้ยงเชื้อเก่าออกจากขวดบ่มเชื้ออย่างระมัดระวัง
2. ล้างเซลล์: เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์เกลือ (PBS) ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม 3-5 มิลลิลิตรลงในขวด T25 หรือ 5-10 มิลลิลิตรลงในขวด T75 เพื่อล้างเซลล์ที่เกาะติด
3. เติมสารละลาย EDTA: ปิดชั้นเซลล์ให้ทั่วด้วยสารละลาย EDTA 0.05% ที่เตรียมใหม่ ใช้ 1-2 มิลลิลิตรสำหรับขวด T25 และ 2.5 มิลลิลิตรสำหรับขวด T75
4. บ่ม: บ่มขวดแก้วที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 10 นาที
5. เติม Trypsin/EDTA หรือ TrypLE Express Solution: หลังจากบ่มแล้ว ให้เติมสารละลาย trypsin/EDTA ที่เตรียมใหม่ (0.05% trypsin, 0.025% EDTA) หรือ TrypLE Express ลงในขวดเพาะเลี้ยง โดยให้แน่ใจว่าชั้นเซลล์ถูกปกคลุมอย่างทั่วถึงใช้

1 มล. สำหรับขวด T25 และ 2.5 มล. สำหรับขวด T75 (หมายเหตุ: สามารถข้ามขั้นตอนที่ 3 และ 4 ได้หากใช้ TrypLE Express)
6. การสังเกตการหลุดของเซลล์: สังเกตเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เซลล์ควรหลุดออกภายใน 1-5 นาที
7. ทำให้ทริปซินเป็นกลาง: เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มีเซรั่มจากเลือดวัวตัวเมียที่ตั้งครรภ์ (FBS) เพื่อทำให้กิจกรรมของทริปซินเป็นกลางทันทีที่เซลล์หลุดออกจากกัน
8. ถ่ายเซลล์: ถ่ายสารแขวนลอยเซลล์ลงในขวดใหม่ซึ่งเติมอาหารเลี้ยงเชื้อสดไว้ล่วงหน้าแล้ว

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

Seeding
density

1 x 10^4 เซลล์/ซม.^2

Fluid renewal 2 ครั้งต่อสัปดาห์

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน (รวมถึง FBS) + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ หรือ CM-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 800100) ซึ่งรวมถึงสารป้องกันออสโมติกและสารรักษาเสถียรภาพเมตาบอลิซึมที่ได้รับการปรับให้เหมาะสมเพื่อเพิ่มการฟื้นตัวและลดความเครียดที่เกิดจากการแช่แข็ง
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Thawing and
Culturing Cells 1. ยืนยันว่าขวดยังคงแช่แข็งอย่างสมบูรณ์เมื่อได้รับสินค้า เนื่องจากเซลล์ถูกจัดส่งบนน้ำแข็งแห้งเพื่อรักษาอุณหภูมิที่เหมาะสมระหว่างการขนส่ง

2. เมื่อได้รับแล้ว ให้เก็บ cryovial ทันทีที่อุณหภูมิต่ำกว่า -150 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาความสมบูรณ์ของเซลล์ หรือดำเนินการตามขั้นตอนที่ 3 หากจำเป็นต้องเพาะเลี้ยงทันที

3. สำหรับการเพาะเลี้ยงทันที ให้ละลายน้ำแข็งในหลอดอย่างรวดเร็วโดยแช่หลอดในอ่างน้ำที่อุณหภูมิ 37°C พร้อมน้ำสะอาดและสารต้านจุลชีพ คนเบา ๆ เป็นเวลา 40-60 วินาที จนกระทั่งเหลือเพียงก้อนน้ำแข็งขนาดเล็ก

4. ดำเนินการขั้นตอนต่อไปทั้งหมดภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้ลมไหล โดยฆ่าเชื้อขวดแช่แข็งด้วยแอลกอฮอล์ 70% ก่อนเปิด

5. เปิดขวดยาฆ่าเชื้ออย่างระมัดระวัง และถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตรที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 8 มิลลิลิตร โดยคนเบา ๆ

6. ปั่นเหวี่ยงส่วนผสมที่ความเร็ว 300 x g เป็นเวลา 3 นาที เพื่อแยกเซลล์ออกจากกัน แล้วเทส่วนใสที่อยู่ด้านบนซึ่งมีสารแช่แข็งตกค้างออกอย่างระมัดระวัง

7. ค่อยๆ ผสมเซลล์ที่ตกตะกอนให้ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ 10 มิลลิลิตร สำหรับเซลล์ที่เกาะติด ให้แบ่งสารแขวนลอยลงในขวดเลี้ยงเชื้อ T25 สองขวด สำหรับการเลี้ยงแบบแขวนลอย ให้ถ่ายอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมดลงในขวด T25 ขวดเดียว เพื่อส่งเสริมการปฏิสัมพันธ์และการเจริญเติบโตของเซลล์อย่างมีประสิทธิภาพ

8. ปฏิบัติตามระเบียบปฏิบัติของกลุ่มวัฒนธรรมย่อยที่กำหนดไว้สำหรับการเติบโตและการบำรุงรักษาของเซลล์ไลน์อย่างต่อเนื่อง เพื่อให้มั่นใจในผลลัพธ์การทดลองที่เชื่อถือได้

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, บรรยากาศชื้น

Flask Coating
สำหรับการยึดเกาะและการมีชีวิตที่ดีที่สุดหลังการละลาย เราแนะนำให้ใช้ขวดหรือจานเคลือบคอลลาเจน

Freezing
Procedure เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Storage
Conditions สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตรเจนเหลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ −150 ถึง −196 °C การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้เฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยังไนโตรเจนเหลวเท่านั้น

การควบคุมคุณภาพ / โปรไฟล์ทางพันธุกรรม / HLA

Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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โปรไฟล์ STR Amelogenin: x,x
CSF1PO: 9,11
D13S317: 10,12
D16S539: 9,12
D5S818: 12
D7S820: 9,11
TH01: 09. Mrz
TPOX: 11,12
vWA: 16,17
D3S1358: 16
D21S11: 28,30.2
D18S51: 12
Penta E: 7,12
Penta D: 11,13
D8S1179: 14
FGA: 24
D1S1656: 11,12
D2S1338: 17,25
D12S391: 18,23
D19S433: 13,14

อัลลีลของ 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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