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Regulacni udaje

Bunécna linie NG108-15 je dobre charakterizovana hybridni bunééna linie neuroblastomu a gliomu, ktera
vznikla fizi klonu mysiho neuroblastomu N18TG2 s klonem krysiho gliomu C6-BU-1. Vysledkem této fuze je
bunécny typ, ktery vyrazné projevuje fadu neuronalnich vlastnosti, diky ¢emuz je NG108-15 Siroce pouzivanym
modelem pro neurobiologicky a neurofarmakologicky vyzkum. Hybridni buriky vykazuji vysoky stuperi
elektrické drazdivosti a exprimuji neuronalni enzymy, jako je cholinacetyltransferaza, coz umoziuje syntézu,
ukladani a uvolriovani acetylcholinu. Tyto buriky tvori rozsahlé vybézky a jsou schopné generovat akcni
potencialy v reakci na elektrickou nebo chemickou stimulaci.

Bylo prokazano, Ze burnky NG108-15 tvori funkéni chemické synapse se svalovymi burikami, v€etné primarnich
myotubd z mysich embryi i klonalnich linii myotubd, jako je G-8. V systémech spole¢né kultivace mohou buriky
NG108-15 inervovat myotuby a vytvaret synaptické potencidly v reakci na vyvolané akéni potencialy. Tyto reakce
jsou zavislé na acetylcholinu a mohou byt blokovany d-tubokurarinem, coz potvrzuje cholinergni povahu
synapsi. Je tfeba poznamenat, Ze G¢innost synaptického prenosu se lisi, ale zlstava fyziologicky vyznamna,
pficemz vyznamna ¢ast hybridnich akénich potenciald Gspésné indukuje depolarizaci svall. Postsynaptické
reakce jsou velmi podobné iontoforetické aplikaci acetylcholinu, coZ déle podporuje jejich cholinergni identitu.

Buriky NG108-15 jsou velké, neurontim podobné buriky s vybéZzky a morfologii podobnou neuroblastomu.
Vykazuji karyotypické rysy mysi i potkant a vykazuji hybridni izoenzymové vzorce v souladu s jejich smisenym
genetickym pozadim. Tyto buriky si zachovavaji neurondim podobné fenotypy i pfi vy$$im poctu pasazi, ackoli
nékteré vlastnosti, jako je aktivita cholinacetyltransferazy, mohou s ¢asem klesat. Celkové jsou buriky NG108-15
povazovany za robustni in vitro model pro studium neuronalni diferenciace, neurotransmise a synaptogeneze,
zejména v kontextu signalizace zprostredkované acetylcholinem.
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Ploché; kulaté; primér 10 az 100 mikrometrd

Hybrid somatickych bunék

Prilnavost/suspenze
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Citation NG108-15 (katalogové &islo Cytion 305844)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090

CellosaurusAccession CVCL_0464

Biomolekularni data

Mutational

profile
» ’
Zpracovani

Culture .

Medium Médium: Zakladnim médiem pro tuto bunécnou linii je Dulbeccovo modifikované Eagleovo médium
(GIBCO/InVitrogen, katalogové Cislo 12100-061, DMEM bez pyruvatu sodného). Pro pripravu kompletniho
ristového média pridejte do zakladniho média nasledujici slozky:

e 0,1 mM hypoxanthin (kone¢na koncentrace)

e 400 nM aminopterinu (kone¢na koncentrace)

e 0,016 mM thymidinu (konec¢na koncentrace)

o 10 % fetalni bovinni sérum (koneéna koncentrace)
e 1.5 g/l hydrogenuhli¢itanu sodného

Dissociation Accutase

Reagent

Seeding 1a33x10 bunék/cm2

density

Fluid renewal 2 a7 3krat tydné

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatec¢né zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepseni regenerace a snizeni stresu
zplUsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

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 okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku 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 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 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 pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

o Eo . ,
37°C,5 /0C02’ zvlhéena atmosféra.

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 lahvicky 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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