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Genel bilgi

Description

Organism
Tissue
Ozellikler
Age
Gender

Ethnicity

HaCaT hiicreleri, cilt biyolojisi ve patolojisinin karmasik mekanizmalarina dair i¢goriiler sunan dermatolojik
arastirmalarda ¢ok 6nemli bir modeldir. Kendiliginden 6limsiizlesen HaCaT hiicre hatti, yetiskin insan
epidermal hiicrelerinden tiiretilmistir ve in vivo bazal keratinositlere benzer sekilde ¢cogalma ve farklilasma
kapasitesini korur. HaCaT hiicreleri, epidermal farklilasma siirecini arastirmak ve cilt biitlinligiini korumak igin
gerekli epidermal farklilasma belirteclerini incelemek icin saglam bir platform gorevi goriir.

HaCaT hiicrelerinin apoptoza yatkinligi ve apoptoza neden olan ajanlara karsi hassasiyeti, 6zellikle RIPL gibi
sitotoksik ajanlar baglaminda kapsamli bir sekilde incelenmektedir. Arastirmacilar, HaCaT hiicrelerini
kullanarak bu ajanlarin sitotoksisitelerini ve sitotoksisitenin kapsamini degerlendirmekte, hiicresel degisiklikleri
gorsellestirmek icin floresan mikroskobu gibi teknikler kullanmaktadir.

Arastirmacilar, antimikrobiyal substratlar da dahil olmak tizere cesitli ajanlarin etkilerini ve bunlarin hiicre
canlilig) tizerindeki etkilerini incelemek icin HaCaT hiicrelerinden yararlanmistir. Bu hiicreler, cilt onarimi ve
tibbi uygulamalar icin ¢ok 6nemli olan antimikrobiyal biyomalzemeleri ve antimikrobiyal atelokollajen
substratlari test etmek icin milkemmel bir substrattir.

HaCaT epidermal hatti ayrica hiicresel yaslanma, sitokinler ve yaslanma ve kronik hastaliklarla ilgili gen
ekspresyon profillerinin incelenmesinde de 6nemli bir rol oynamaktadir. kB ve mikroRNA'larin rolii de dahil
olmak lizere HaCaT hiicrelerinin transkripsiyonel profilleri, molekiiler diizeyde diizenleyici mekanizmalar
hakkinda fikir vermektedir.

HaCaT keratinosit hatti, epidermal keratinosit 6zellikleri ile epidermal hiicreler ve bagisiklik sistemi arasindaki
karmasik etkilesimi, 6zellikle de keratinositlerin hastalik durumlarindaki roliinii incelemek igin uygun bir sistem
sunmaktadir. Epigenetik modifikasyonlarin ve bunlarin cildin bariyer islevinde 6nemli bir 6zellik olan kornifiye
zarfin olusumu da dahil olmak tizere keratinositlerin farklilasmasi tizerindeki etkilerinin arastirilmasini saglarlar.

Ozetle, HaCaT hiicreleri, bazal keratinositlere benzerlikleri ve hiicre biiyimesi ve farklilasmasina ugrama
yetenekleri sayesinde cilt biyolojisi ve patolojisinin daha derinlemesine anlasilmasini kolaylastiran, dermatolojik
arastirmalarda vazgecilmez bir modeldir. Epidermal farklilagsma ve antimikrobiyal etkilerin incelenmesinden
apoptoz gibi hiicresel tepkilerin arastirilmasina kadar uzanan uygulamalari, onlari hiicre biyolojisi ve
biyomedikal arastirmalarda bir kdse tasi haline getirmektedir.

insan

Cilt

62 yil

Erkek

Kafkas
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Cell type 20-25 mikrometre capinda keratinositler.
Growth Yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation HaCaT (Cytion katalog numarasi 300493)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0038

Biyomolekiiler Veriler

Tumorigenic Hayir
Karyotype Anoploid (hipotetraploid)
Ellecleme
Culture DMEM, w: 4,5 g/L Glukoz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM Sodyum piruvat (Cytion riin
Medium numarasi 820300a)
Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin
Dissociation 1:1 EDTA (stok. %0,05) ve tripsin (stok: %0,1) karisimi, fizyolojik bir ozmolarite saglamak icin Ca2+ ve Mg2+
Reagent icermeyen PBS kullanilarak hiicreler ayrilmadan 6nce her seferinde hazirlanmalidir. Kullanima hazir

tripsin/EDTA karisimlari 6nerilmez, ¢linkii bu hiicre kiimelenmelerine neden olabilir. Alternatif olarak
tripsin/EDTA yerine TrypLE Express (Life Technologies) kullanilabilir. Ureticinin protokolii takip edilmelidir.

Doubling time HaCaT hiicrelerinin ikiye katlanma siiresi 28 saattir.
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Subculturing

1. Eski Besiyerini Atin: Eski kiltiir ortamini siselerden dikkatlice ¢ikarin.

2. Hiicreleri Yikayin: Yapisik hiicreleri durulamak icin T25 siselerine kalsiyum ve magnezyum icermeyen 3-
5 ml fosfat tamponlu salin (PBS) veya T75 siselerine 5-10 ml ekleyin.

3. EDTA Gozeltisi ekleyin: Hiicre katmanini tamamen yeni hazirlanmis %0,05 EDTA soliisyonuyla kaplayin.
T25 siseleriigcin 1-2 mlve T75 siseleri igin 2,5 ml kullanin.

4. inkiibe edin: Siseleri 37°C'de 10 dakika inkiibe edin.

5. Tripsin/EDTA veya TrypLE Express Cozeltisi ekleyin: inkiibasyondan sonra, flasklara yeni hazirlanmisg
tripsin/EDTA ¢ozeltisi (%0,05 tripsin, %0,025 EDTA) veya TrypLE Express ekleyin ve hiicre katmaninin
tamamen kaplandigindan emin olun. T25 siseleri icin 1 mlve T75 siseleri icin 2,5 ml kullanin. (Not:
TrypLE Express kullaniliyorsa 3. ve 4. adimlar atlanabilir)

6. Ayrilmayi izleyin: Hiicreleri mikroskop altinda gdzlemleyin. Hiicreler 1-5 dakika icinde ayrilmalidir.

7. Tripsini notralize edin: Hiicreler aynlir ayrilmaz tripsin aktivitesini ndtralize etmek icin fetal sigir
serumu (FBS) iceren hiicre kiiltiirii ortami ekleyin.

8. Hiicreleri Aktarin: Hiicre siispansiyonunu taze kiiltiir ortami ile 6nceden doldurulmus yeni siselere
dagitin.

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

Seeding 1x10* hiicre/cm?

density

Fluid renewal haftada 2 kez

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiyiime ortami (FBS dahil) + %10

medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklart korumak igin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinliglin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifij tlipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
stipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonugclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Cozildiikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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Storage
Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit

yontemleri kullanilarak dislanir.

Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.

STR profili 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

HLA alelleri 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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