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Vseobecné informacie

Description
Bunkova linia DI TNC1 je imortalizovany model astrocytov odvodeny z primarnych astrocytov typu 1 odobratych

z diencefala novorodeného potkana. Bunky boli imortalizované pomocou polyomavirusového stredného T-
antigénu, ktory im poskytuje schopnost neobmedzene sa mnoZit pri zachovani viacerych charakteristik
primarnych astrocytov. Bunky DI TNC1 sa Siroko pouzivaju v Studiach neurozapalov a neuroprotekcie, najma na
skimanie energetického metabolizmu astrocytov, reakcie na oxidacny stres a regulacie zapalovych drah. Tieto
bunky exprimuja klu¢ové astrocytarne markery, ako je gliovy fibrilarny kysly protein (GFAP) a protein S100B, a
podielaju sa na metabolickych procesoch vratane ukladania glykogénu a dodavania energie neurénom.

Jednym z charakteristickych znakov astrocytov DI TNC1 je ich zapojenie do Studii energetického metabolizmu.
Vyskum preukazal, Ze tieto bunky reaguju na rézne neurotransmitery, ako je noradrenalin a vazoaktivny
intestinalny peptid (VIP), tym, Ze podstupuju glykogenolyzu a modulujd hladiny cyklického AMP (cAMP). Okrem
toho sa ukazalo, Ze bunky DI TNC1 vyuZivajd glukézu a produkuju laktat, ktoré su klucové pre podporu funkcii
neurénov. Niektoré reakcie pozorované v primarnych astrocytoch, ako napriklad glutamatom stimulovana
glykolyza alebo vyznamna dlhodoba resyntéza glykogénu, v3ak nie st v bunkach DI TNC1 také silné. To
poukazuje na uZzitocnost DI TNC1 buniek pri rozbore Specifickych aspektov fyzioldgie astrocytov, ktoré su
délezité pre energetickd dynamiku v centralnom nervovom systéme.

DalSia vyznamna oblast §tidia s vyuZitim DI TNC1 buniek zahfiia vyskum oxidaéného stresu a zapalovych
signalnych drah. Bunky DI TNC1 sa napriklad pouZzili na analyzu regulécie drah nuklearneho faktora kappa-light-
chain-enhancer aktivovanych B-buniek (NF-kB) a nukledrneho faktora erytroidného faktora 2 (Nrf2).
Experimenty s rastlinnymi polyfenolmi, ako je kvercetin, a extraktmi z rastlin, ako je aSvaganda, ukazali, Ze tieto
zliéeniny m6zu modulovat drahy NF-«kB a Nrf2/ARE (antioxidacny prvok odpovede) v astrocytoch DI TNC1.
Konkrétne sa zistilo, Ze kvercetin inhibuje aktivitu NF-kB vyvolanu lipopolysacharidom (LPS) a zvysuje
antioxidacnu obranu sprostredkovant Nrf2, ¢o ilustruje potencial tychto buniek na skrining protizapalovych a
neuroprotektivnych latok.

Organism Krysy

Tissue Mozog, diencephalon
Disease Normalne

Synonyms DITNC1, DI-TNC1, DI TNC-1

Charakteristika

Breed/Subspecies  Sprague Dawley

Age lden
Gender Ne3pecifikované
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Morphology Fibroblasty
Cell type Astrocyt, typ |l
Growth Adherent
properties

s, &

Regulacné udaje

Citation DI TNC1 (katalégové &islo Cytion 305343)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 10116

CellosaurusAccession CVCL_0247

GMO Status GMO-S1: Tato linia potkanich astrocytovych buniek (DI TNC1) obsahuje konstrukt SV40 so skorym
regionom pod kontrolou prométora GFAP, ktory sa dodava transfekciou plazmidu, ¢o umoziiuje
imortalizaciu. VloZka je stabilna v primarnych bunkach odvodenych od astrocytov. Tato klasifikacia plati
len v Nemecku a méze sa liSit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Protein Expresia génov: alfa 2 makroglobulin, transferin
expression
Tumorigenic Nie, testované na imunosuprimovanych mysiach, ale tvorili koldnie v polotuhom médiu
Viruses Transformant: Simian virus 40 (SV40)
Spracovanie
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
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Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju erstvé médium.

Fluid renewal 2 a7 3-krdt tyzdenne
Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizsej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injek¢n( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pricom ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. Vsetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujicej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili Gcinnd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrzity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa

zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlh€ena atmosfeéra.
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Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odporti¢ame pouzivat banky alebo
platne s kolagénom.

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrZanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150
aZz-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zaloZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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