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Obecné informace

Description
Bunécna linie DI TNC1 je imortalizovany model astrocyttl odvozeny z primarnich astrocytd typu 1 odebranych z

diencefala novorozeného potkana. Buriky byly imortalizovany pomoci polyomavirového stredniho T-antigenu,
ktery jim propujcuje schopnost neomezené se mnozit a zaroveri zachovava nékteré vlastnosti primarnich
astrocytd. Buriky DI TNC1 jsou Siroce vyuzivany ve studiich neurozanétu a neuroprotekce, zejména pro
zkoumani energetického metabolismu astrocyt(, reakce na oxidacni stres a regulace zanétlivych drah. Tyto
buriky exprimuji klicové astrocytarni markery, jako je glialni fibrilarni kysely protein (GFAP) a protein S1008, a
podileji se na metabolickych procesech, véetné ukladani glykogenu a dodavani energie neurontim.

Jednim z charakteristickych ryst astrocytl DI TNC1 je jejich zapojeni do studii energetického metabolismu.
Vyzkum prokazal, Ze tyto burky reaguji na rizné neurotransmitery, jako je noradrenalin a vazoaktivni
intestinalni peptid (VIP), tim, Ze podstupuji glykogenolyzu a moduluji hladiny cyklického AMP (cAMP). Kromé
toho bylo prokazano, Ze buriky DI TNC1 vyuZivaji glukdzu a produkuji laktat, které jsou klicové pro podporu
neuronalnich funkci. Nékteré reakce pozorované u primarnich astrocytd, jako je glutamatem stimulovana
glykolyza nebo vyznamna dlouhodoba resyntéza glykogenu, viak nejsou u bunék DI TNC1 tak robustni. To
poukazuje na uZzite¢nost bunék DI TNC1 pfi pitvani specifickych aspekti fyziologie astrocytd, které jsou dulezité
pro dynamiku energie v centralnim nervovém systému.

Dal$i vyznamna oblast studia s vyuZitim bunék DI TNC1 zahrnuje zkoumani oxidacniho stresu a zanétlivych
signalnich drah. Buriky DI TNC1 byly napfiklad pouZity k analyze regulace drahy nuklearniho faktoru kappa-
light-chain-enhancer aktivovanych B bunék (NF-kB) a drahy nukledrniho faktoru erythroid 2-related factor 2
(Nrf2). Pokusy s rostlinnymi polyfenoly, jako je kvercetin, a vytazky z rostlin, jako je aSvaganda, ukazaly, Ze tyto
slouc¢eniny mohou modulovat drahy NF-kB a Nrf2/ARE (antioxidant response element) v astrocytech DI TNCL.
Konkrétné bylo zjisténo, Ze kvercetin inhibuje aktivitu NF-kB vyvolanou lipopolysacharidem (LPS) a zvysuje

.....

a neuroprotektivnich latek.

Organism Krysy

Tissue Mozek, diencephalon
Disease Normalni

Synonyms DITNC1, DI-TNC1, DI TNC-1

Charakteristika

Breed/Subspecies  Sprague Dawley

Age lden
Gender Nespecifikovdno
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Morphology Fibroblasty
Cell type Astrocyt, typ |l
Growth Adherentn{
properties
Regulaéni udaje
Citation DI TNC1 (katalogové &islo Cytion 305343)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 10116

CellosaurusAccession CVCL_0247

GMO Status GMO-S1: Tato bunécna linie potkanich astrocytl (DI TNC1) obsahuje konstrukt ¢asné oblasti SV40 pod
kontrolou promotoru GFAP, ktery byl dodan pomoci transfekce plazmidd, coZ umozriuje imortalizaci.
VloZka je stabilni v primarnich burikach odvozenych z astrocytd. Tato klasifikace plati pouze v Némecku
ajinde se mize lisit.

Biomolekularni data

Protein Exprese genU: alfa 2 makroglobulin, transferin
expression
Tumorigenic Ne, testovano na imunosuprimovanych mysich, ale tvorily kolonie v polotuhém médiu
Viruses Transformant: Simian virus 40 (SV40)
, ’
Zpracovani
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 Accutase
Reagent
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Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
barky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné promichejte bunky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

Split ratio Doporucuje se pomér 1:2 a7 1:6

Fluid renewal 2 a7 3krat tydné

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které

obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepseni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.

Thawing and
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrZely optimalni teploty.

2. Po obdrZeni kryovialku bud okamZzité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné oteviete dezinfikovanou lahvi¢ku a pfeneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni riist a udrZzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.
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Incubation

Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporu¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky
potaZené kolagenem.

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné& -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvi¢ky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich
metod detekce mykoplazmy.
Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunééné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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