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GT1-7 je klonalni podlinie imortalizovanych neuront hypotalamu mysi, které syntetizuji a vylucuji gonadotropin
uvolriujici hormon (GnRH), znamy také jako luteinizacni hormon uvolfujici hormon (LHRH). Tyto buriky byly
vyvinuty prostrednictvim geneticky cilené tumorogeneze pomoci transgenniho mysiho modelu, ve kterém byl
velky T-antigen SV40 exprimovan pod kontrolou promotoru genu GnRH. Tato strategie vedla k vzniku
hypotalamickych nadord, z nichz bylo odvozeno nékolik bunécnych linii vylucujicich GnRH, véetné GT1-1, GT1-3
a GT1-7. Bunky GT1-7 vykazuji diferencovany neuronalni fenotyp, véetné exprese neuronové specifickych
marker(, jako jsou neurofilamentové proteiny, neuronové specificka enolaza, proteiny asociované se
synaptickymi vezikuly (VAMP-2, SNAP-25) a chromogranin B. Nevyjadruji glialové markery, jako jsou GFAP nebo
myelinové proteiny, coZ potvrzuje jejich neuronovou identitu.

Funkéné buriky GT1-7 exprimuji endogenni mRNA GnRH a vylu€uji GnRH v epizodickém vzoru. Disponuji
kompletnim zpracovacim mechanismem pro pfeménu pro-GnRH na zraly, bioaktivni GnRH, véetné potrebnych
endopeptidaz, karboxypeptidaz a amidujicich enzymd. Tyto buriky také vylucuji peptid asociovany s GnRH
(GAP), vedlejsi produkt zpracovani pro-GnRH. Biochemicka charakterizace odhalila vice molekularnich forem jak
pro-GnRH, tak zralého GnRH v burikach GT1-7 a v kultiva¢nim médiu, coz naznacuje aktivni posttranslaéni
zpracovani. GnRH sekretovany GT1-7 je biologicky aktivni a je schopen stimulovat uvolfiovani LH z bunék
predniho hypofyzy in vitro.

Buriky GT1-7 vykazuji in vitro nizkou migraéni aktivitu, na rozdil od jinych bunéénych linii GnRH, jako je GN11,
které pochazeji z vyvojové nezralych, migracnich neuron GnRH. Buriky GT1-7 jsou povazovany za
reprezentativni pro postmigracni hypotalamické GnRH neurony a v kulture tvofi tésné propojené kolonie
spojené neurity. Jejich nedostatecna pohyblivost, spojena se zralymi neuronalnimi vlastnostmi a citlivosti na
regulacni faktory, z nich ¢inf vykonny model pro studium genové regulace, kontroly vyvoje a sekrecni fyziologie
hypotalamickych GnRH neuron.
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NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_0281

GMO Status GMO-S1: Tato neuronova linie GT1-7 obsahuje transgen SV40 velkého T-antigenu pod kontrolou
promotoru GnRH pro studie sekrece GnRH. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a jinde se muze lisit.

Biomolekularni data

Mutational
profile
» ’
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
Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium (v€etné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spolec¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep3eni regenerace a snizeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Shipping
Conditions

Storage
Conditions

1. Ovérte si, Ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pri teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okam?zita 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 nezistane
maly ledovy chuchvalec.

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

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 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 subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

o £o " ,
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

None

Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji 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.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvi¢ky do kapalného dusiku v plynné fazi pri 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
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Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vylou¢ena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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