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Informacje ogélne

Description
GT1-7 to klonalna podlinia nieSmiertelnych neuronéw podwzgdrza myszy, ktore syntetyzuja i wydzielaja

hormon uwalniajacy gonadotropine (GnRH), znany rowniez jako hormon uwalniajacy hormon luteinizujacy
(LHRH). Komorki te zostaty opracowane poprzez genetycznie ukierunkowana tumorigeneze z wykorzystaniem
transgenicznych modeli myszy, w ktdrych duzy antygen T SV40 byt wyrazany pod kontrolg promotora genu
GnRH. Strategia ta doprowadzita do powstania guzoéw podwzgorza, z ktérych wyhodowano kilka linii
komérkowych wydzielajacych GnRH, w tym GT1-1, GT1-3 i GT1-7. Komorki GT1-7 wykazuja zréznicowany
fenotyp neuronalny, w tym ekspresje markeréw specyficznych dla neurondw, takich jak biatka
neurofilamentowe, enolaza specyficzna dla neurondw, biatka zwigzane z pecherzykami synaptycznymi (VAMP-2,
SNAP-25) i chromogranina B. Nie wykazuja one ekspresji markerow gleju, takich jak GFAP lub biatka mielinowe,
co potwierdza ich tozsamo$¢ neuronalna.

Pod wzgledem funkcjonalnym komérki GT1-7 wykazuja ekspresje endogennego mRNA GnRH i wydzielajg GnRH
w sposéb epizodyczny. Posiadaja one peten mechanizm przetwarzania pro-GnRH do dojrzatego, bioaktywnego
GnRH, w tym niezbedne endopeptydazy, karboksypeptydazy i enzymy amidujace. Komorki te wydzielaja
réwniez peptyd zwigzany z GnRH (GAP), produkt uboczny przetwarzania pro-GnRH. Charakterystyka
biochemiczna ujawnita wiele form molekularnych zaréwno pro-GnRH, jak i dojrzatego GnRH w komérkach GT1-7
i w pozywce hodowlanej, co wskazuje na aktywne przetwarzanie potranslacyjne. GnRH wydzielane przez GT1-7
jest biologicznie aktywne i zdolne do stymulowania uwalniania LH z komérek przedniego ptata przysadki
maozgowej in vitro.

Komérki GT1-7 wykazuja niska aktywnos¢ migracyjna in vitro, w przeciwienstwie do innych linii komérkowych
GnRH, takich jak GN11, ktére pochodza z bardziej niedojrzatych rozwojowo, migrujacych neuronéw GnRH.
Komorki GT1-7 sg uwazane za reprezentatywne dla postmigracyjnych neuronéw GnRH podwzgdrza i tworza w
hodowli Scisle potaczone kolonie potaczone neurytami. Ich brak ruchliwosci w potaczeniu z dojrzatymi cechami
neuronowymi i reaktywnoscia na czynniki regulacyjne sprawia, ze sa one poteznym modelem do badania
regulacji gendw, kontroli rozwoju i fizjologii wydzielania neuronéw GnRH podwzgdrza.

Organism Mysz

Tissue Mézg, podwzgbrze
Charakterystyka

Cell type Neuron GnRH

Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne
Citation GT1-7 (numer katalogowy Cytion 305779)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_0281

GMO Status GMO-S1: Ta linia neuronowa GT1-7 zawiera transgen duzego antygenu T wirusa SV40 pod kontrolg
promotora GnRH do badan nad wydzielaniem GnRH. Klasyfikacja ta obowigzuje wytacznie na terenie
Niemiec i moze sie rézni¢ w innych krajach.

Dane biomolekularne

Mutational
profile
Obstuga

Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukozy, w: 4 mM L-glutaminy, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pirogronianu sodu (numer artykutu

Medium Cytion 820300a)

Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucic supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdow.

Incubation

or 0 s
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating None

z::'lpdpi::?fns Linie komédrkowe poddane kriokonserwacji s3 wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymad temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejsciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sa
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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