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Bunécna linie AtT-20 je dobre charakterizovana bunécna linie nadord mysi hypofyzy odvozena z bunék predni
hypofyzy. Tyto buriky pochazeji z kmene mysi znamého jako AtT-20/D16v-F2 a pouZivaji se pfedevsim ke studiu
funkce a regulace hypofyzy, zejména se zamérenim na syntézu a sekreci adrenokortikotropniho hormonu
(ACTH). ACTH ma zasadni vyznam pro funkci nadledvinek a je klicovym hrac¢em v reakci na stres a regulaci
metabolismu.

Buriky AtT-20 vykazuji typické vlastnosti vyznamné pro studium v neuroendokrinologii a farmakologii, jako je
produkce a sekrece proopiomelanokortinu (POMC), prekurzorové molekuly pro ACTH. Buriky reaguji na
kortikotropin uvolriujici hormon (CRH) a dal3i hypotalamické hormony, coz z nich &ini vynikajici model pro
zkoumani osy hypotalamus-hypofyza-nadledviny (HPA) in vitro. Kromé toho lze buriky AtT-20 pouzit ke
zkoumani mechanism zpracovani, baleni a vylu¢ovani peptidovych hormon( vzhledem k jejich dobre
definovanym sekre¢nim draham.

Z hlediska aplikaci byly buriky AtT-20 vyuzity v riiznych studiich, véetné studii zamérenych na profily genové
exprese za rtiznych podminek éCby, intracelularni signalni drahy zahrnujici cAMP a Ucinky genetickych
modifikaci na sekreci hormond. Tyto buriky jsou také cenné pfi hodnoceni farmakologickych vlastnosti
potencialnich kandidatd na [éCiva zamérena na slozky osy HPA.
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AtT20, AtT 20, ATT-20
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AtT-20 (katalogové Cislo Cytion 305161)
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NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_2300

Biomolekularni data

Protein Adrenokortikotropni hormon(Acth)
expression
» ’
Zpracovani
Culture Ham's F12K Medium, w: 2,0 mM L-Glutamin, w: 2,0 mM Pyruvat sodny, w: 2,5 g/l NaHCO3 (&islo ¢lanku Cytion
Medium 820608a)
Supplements Dopliite médium 0 2,5 % FBS, 15 % kofiského séra
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Kultury udrzujte pravidelnym pFidavanim nebo vymé&nou média. Zahaijte kultury s hustotou 5 x 10> bun&k/ml a

pro optimalni riist udrzujte koncentraci bun&k v rozmezi 3 x 10° az 1 x 10° bunék/ml.

Split ratio 1:2 a7 1:4

Fluid renewal 2 a7 3krat tydné

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostatec¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spole¢nosti Cytion), které

obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep3eni regenerace a snizeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . . L . . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmrazend, protoze buriky se prepravuji 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.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing
Procedure 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.

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 obdrzZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

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

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testl 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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