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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Disease

Synonyms

Charakteristika

Breed/Subspecies

Age

Gender

Morphology

ATDCS5 je linia mysich chondrogénnych buniek odvodena z mysich teratokarcindmovych buniek a Siroko sa
pouZiva ako in vitro model na studium chondrogenézy a vyvoja chrupavky. Tato bunkova linia prechadza
postupnou chondrogénnou diferenciaciou, ktora napodobriuje procesy in vivo, ako je bunkova kondenzécia,
expresia skorych chondrocytovych markerov, ako je kolagén typu Il a agrekan, a prechod na hypertrofické
chondrocyty, ktoré sa vyznacuju expresiou kolagénu typu X a mineralizaciou matrix. Vdaka svojej schopnosti
efektivne proliferovat a diferencovat slizi ATDC5 ako cenny model na skiimanie molekularnych mechanizmov
suvisiacich s vyvojom skeletu, najma s endochondralnou osifikaciou.

Bunky ATDCS5 sa vo velkej miere pouZivaju na Studium vplyvu réznych rastovych faktorov, horménov a
transkripénych faktorov na chondrogenézu. Napriklad sa ukazalo, Ze transformujdci rastovy faktor beta (TGF-B)
podporuje véasnd chondrogénnu diferenciaciu moduldciou expresie zloziek extracelularnej matrix, ako je
fibronektin. Podobne kostné morfogenetické proteiny (BMP), najma BMP-2, -4 a -7, zohravajl rozhodujlcu tlohu
pri podpore réznych stadii diferenciacie chondrocytov v ATDC5. Okrem toho sa preukazalo, Ze aktivacia kanalov
prechodného receptorového potencialu vaniloidu 4 (TRPV4) v tychto bunkach v kombinacii s hyaluronanom

zvySuje expresiu klic¢ovych chondrogénnych markerov, ako si SOX9 a Aggrecan, ¢o dalej podporuje ich
uzito€nost v Stadiach tkanivového inZinierstva chrupavky.

Tato bunkova linia zohrala délezitl ulohu aj v proteomickom vyskume, ktory ukazal, Ze bunky ATDC5 dokazu
syntetizovat hlavné zlozky extracelularnej matrix (ECM) chrupavky, ako st aggrecan a kolagén typu Il, spolu so
spravnymi posttranslaénymi modifikaciami potrebnymi pre funkciu chrupavky. Schopnost rekapitulovat
klucové udalosti biosyntézy ECM robi z ATDC5 nenahraditelny model na $tddium tvorby chrupavky a suvisiacich
patoldgii.
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Spracovanie
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DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu sodného,
w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)

Doplrite médium o 5 % FBS

Accutase

Na bezné adherentné bunkové kultdry: Odstrarite staré kultivané médium z adherentnych buniek a premyte ich
PBS, aby ste odstranili zvy$né médium. Po odsati PBS pridajte prislusny objem roztoku Accutase podla velkosti
kultivacnej nadoby (napr. 1 ml pre banku T25, 3 ml pre banku T75) a inkubujte pri izbovej teplote alebo 37 °C
pocas 5 - 10 minGt alebo kym sa bunky neoddelia. Oddelovanie sledujte pod mikroskopom a v pripade potreby
jemne poklepte na nadobu, aby sa bunky uvolnili. Po oddeleni pridajte kompletné médium na inaktivaciu
akutazy, jemne resuspendujte bunky a alikvotni ¢ast bunkovej suspenzie preneste do novej kultivacnej nadoby
obsahujlcej Cerstvé médium. Umiestnite nddobu do inkubatora nastaveného na37°Cs5 %cgp 2 kazdé 2 - 3 dni
vymenite médium.

2x10% buniek/cm2

Ako kryokonzerva¢né médium pouZivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného 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 okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

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

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky 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
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili Gc¢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 prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injek¢né liekovky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions 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.
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