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ATDCS, fare teratokarsinom hiicrelerinden tiiretilen bir murin kondrojenik hiicre hattidir ve kondrojenez ve
kikirdak gelisimini incelemek icin in vitro bir model olarak yaygin sekilde kullaniimaktadir. Bu hiicre hatti,
hiicresel yogunlasma, tip Il kolajen ve aggrecan gibi erken kondrositik belirteglerin ekspresyonu ve tip X kolajen
ekspresyonu ve matris mineralizasyonu ile isaretlenen hipertrofik kondrositlere gecis gibi in vivo siiregleri taklit
ederek sirali kondrojenik farklilasmaya ugrar. ATDC5, verimli bir sekilde cogalma ve farklilasma kabiliyeti
nedeniyle, iskelet gelisimi, 6zellikle de endokondral kemiklesme ile ilgili molekiiler mekanizmalari arastirmak
icin degerli bir model olarak hizmet eder.

ATDCS hiicreleri, gesitli bliyiime faktdrlerinin, hormonlarin ve transkripsiyon faktdrlerinin kondrogenez
tizerindeki etkisini incelemek icin yaygin olarak kullanilmistir. Ornegin, dontstiirlicti blyime faktéri-beta'nin
(TGF-B) fibronektin gibi hiicre disi matris bilesenlerinin ekspresyonunu modiile ederek erken kondrojenik
farklilasmayi tesvik ettigi gosterilmistir. Benzer sekilde, kemik morfogenetik proteinleri (BMP'ler), 6zellikle BMP-
2, -4 ve -7, ATDC'de kondrosit farklilagsmasinin farkli asamalarini tesvik etmede kritik bir rol oynamaktadir5.
Ayrica, bu hiicrelerdeki gegici reseptor potansiyel vanilloid 4 (TRPV4) kanallarinin hyaluronan ile birlikte
aktivasyonunun SOX9 ve Aggrecan gibi dnemli kondrojenik belirteglerin ekspresyonunu artirdigi ve kikirdak
doku muihendisligi calismalarindaki faydalarini daha da destekledigi gosterilmistir.

Bu hiicre hatti proteomik arastirmalarinda da etkili olmus ve ATDC5 hticrelerinin aggrecan ve tip Il kolajen gibi
baslica kikirdak hiicre disi matris (ECM) bilesenlerinin yani sira kikirdak islevi icin gereken uygun post-
translasyonel modifikasyonlari sentezleyebildigini géstermistir. Onemli ECM biyosentez olaylarini tekrarlama
kapasitesi, ATDC5'i kikirdak olusumu ve ilgili patolojileri incelemek igin vazgecilmez bir model haline
getirmektedir.
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ATDC5 (Cytion katalog numarasi 305427)

1

10090

Biyomolekiiler Veriler

Ellecleme

Culture
Medium

Supplements

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3.1 g/L Glukoz, w: 2.5 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 0.5 mM Sodyum piruvat, w:
1.2 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820400a)

Ortami %5 FBS ile takviye edin

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Rutin yapisik hiicre kiiltiirii icin: Yapisik hiicrelerden eski kiiltiir ortamini aspire edin ve kalan ortami
uzaklastirmak icin PBS ile yikayin. PBS'yi aspire ettikten sonra kiiltiir kabi boyutuna gére uygun hacimde
Accutase soliuisyonu ekleyin (6rn. T25 sisesi icin 1 ml, T75 sisesi icin 3 ml) ve oda sicakliginda veya 37°C'de 5-10
dakika veya hiicreler ayrilana kadar inkiibe edin. Mikroskop altinda ayrilmayi izleyin ve gerekirse hiicreleri
serbest birakmak icin kaba hafifce vurun. Ayrildiktan sonra, Accutase'i inaktive etmek icin tam besiyeri ekleyin,
hiicreleri nazikge yeniden slispanse edin ve hiicre siispansiyonunun bir alikotunu taze besiyeri iceren yeni bir
kiiltuir kabina aktarin. Kabi %5C02 ile 37°C'ye ayarlanmis bir inkiibatore yerlestirin ve ortami 2-3 glinde bir
degistirin.

Seeding 2x 10% hiicre/cm?

density

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 i¢in optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak igin kuru buz lizerinde gonderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin 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 santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

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

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

8. Hiicre hattinin stirekli bilylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar 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 génderilir. 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.
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