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Description

Organism
Tissue

Raksturojums

Cell type

Growth
properties

Normativie dati

Citation

Biosafety level

GT1-7 ir klonala apakslinija no nemirstigiem peles hipotalama neironiem, kas sintézé un izdali gonadotropinu
atbrivojo$o hormonu (GnRH), kas pazistams ari ka luteiniz&jo$a hormona atbrivojo3ais hormons (LHRH). Sis
Sunas tika attistitas, izmantojot genétiski mérkétu tumorigenézi, izmantojot transgéeno peles modeli, kura SV40
lielais T-antigéns tika ekspreséts GnRH géna promotora kontrolé. S stratégija izraisija hipotalama audzéju
veidoSanos, no kuriem tika iegltas vairakas GnRH izdalijoSas Stinu [inijas, tostarp GT1-1, GT1-3 un GT1-7. GT1-7
stnas uzrada diferencétu neironu fenotipu, tostarp neironu specifisku markieru ekspresiju, pieméram,
neirofilamentu proteinus, neironu specifisku enolazi, sinaptisko vezikulu asociétos proteinus (VAMP-2, SNAP-25)
un hromograninu B. Tas neeksprese glijas markierus, pieméram, GFAP vai mielina proteinus, apstiprinot to
neironu identitati.

Funkcionali GT1-7 stinas ekspresé endogéno GnRH mRNA un izdali GnRH epizodiska veida. Tam ir pilnigs
apstrades mehanisms, lai parvérstu pro-GnRH par nobriedusu, bioaktivu GnRH, ieskaitot nepiecieSamas
endopeptidazes, karboksipeptidazes un amidéjo3os fermentus. Sis $iinas izdali ari GnRH asociéto peptidu (GAP),
kas ir pro-GnRH apstrades blakusprodukts. Biologiska raksturojuma analize ir atklajusi vairakas molekularas
formas gan pro-GnRH, gan nobriedusam GnRH GT1-7 $linas un kulttras vidé, noradot uz aktivu péctranslacijas
apstradi. GT1-7 izdalitais GnRH ir biologiski aktivs un spé&j stimulét LH izdaliSanos no priekséjas hipofizes Sinam
in vitro.

GT1-7 Sunas in vitro uzrada zemu migracijas aktivitati, atSkiriba no citam GnRH Sunu linijam, pieméram, GN11,
kas ir atvasinatas no attistibas zina nenobriedusakiem, migréjosSiem GnRH neironiem. GT1-7 Slinas tiek
uzskatitas par reprezentativam péc migracijas hipotalama GnRH neironiem un kultdra veido ciesi savienotas,
neiritu saistitas kolonijas. To kustiguma triakums, kopa ar nobriedusam neironu ipasibam un reagétspéju uz
reguléjosiem faktoriem, padara tas par spécigu modeli hipotalama GnRH neironu génu regulacijas, attistibas
kontroles un sekrécijas fiziologijas pétisanai.

Pele

Smadzenes, hipotalams

GnRH neirons

Adherent

GT1-7 (Cytion kataloga numurs 305779)
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NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_0281

GMO Status GMO-S1: $TGT1-7 neironu linija satur SV40 liela T-antigéna transgénu GnRH promotora kontrolé GnRH
sekrécijas pétijumiem. Si klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un citas valstis var at3kirties.

Biomolekularie dati

Mutational
profile
Darbs ar

Culture DMEM, w: 4,5 g/l glikozes, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natrija piruvata (Cytion

Medium izstradajuma numurs 820300a)

Supplements Papildinat barotni ar 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveselo$anos un samazinatu
krioinducéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Shipping
Conditions

Storage
Conditions

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sutitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pllismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifligas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 mindtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stnu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Slinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodrosSinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

or 0 - _
37°C,5 /°C02’ mitrinata atmosféra.

None

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni -150 lidz -196 °C temperatara.
Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.
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Kvalitates kontrole / Genetiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteiksanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, stinu kultiiras katru dienu vizuali parbauda.
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