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Vseobecné informacie

Description

Organism
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Charakteristika

Cell type

Growth
properties

s’ &

GT1-7 je klonalna podlini¢ka nesmrtelnych hypotalamickych neurénov mysi, ktoré syntetizuju a vylucujd
hormén uvolhiujlci gonadotropin (GnRH), znamy aj ako hormén uvolfiujici luteinizacny hormén (LHRH). Tieto
bunky boli vyvinuté prostrednictvom geneticky cieleného tumorigenézy s pouzitim transgenického mysieho
modelu, v ktorom bol velky T-antigén SV40 exprimovany pod kontrolou promotora génu GnRH. Tato stratégia
viedla k vzniku hypotalamickych nadorov, z ktorych bolo odvodenych niekolko buniek vylu€ujicich GnRH,
vratane GT1-1, GT1-3 a GT1-7. Bunky GT1-7 vykazuja diferencovany neuronalny fenotyp, vratane expresie
neuronovo-specifickych markerov, ako st neurofilamentové proteiny, neuronovo-$pecificka enolaza, proteiny
asociované so synaptickymi vezikulami (VAMP-2, SNAP-25) a chromogranin B. Nevyjadruju gliové markery, ako
su GFAP alebo myelinové proteiny, o potvrdzuje ich neuronalnu identitu.

Funkéne bunky GT1-7 exprimuji endogénnu mRNA GnRH a vylu¢uji GnRH v epizodickom vzore. Disponuju
kompletnym spracovatelskym mechanizmom na konverziu pro-GnRH na zrely, bioaktivny GnRH, vratane
potrebnych endopeptidaz, karboxypeptidaz a amidovacich enzymov. Tieto bunky tiezZ vylucuju peptid
asociovany s GnRH (GAP), vedlajsi produkt spracovania pro-GnRH. Biochemicka charakterizacia odhalila viacero
molekularnych foriem pro-GnRH aj zrelého GnRH v bunkach GT1-7 a v kultivacnom médiu, ¢o naznacuje aktivne
posttranslaéné spracovanie. GnRH vylu¢ovany GT1-7 je biologicky aktivny a schopny stimulovat uvolrfiovanie LH
z buniek predného hypofyzu in vitro.

Bunky GT1-7 vykazuju nizku migra¢nu aktivitu in vitro, ¢o je v kontraste s inymi bunkovymi liniami GnRH, ako je
GN11, ktoré pochadzaju z vyvojovo nezrelych, migrujlicich neurénov GnRH. Bunky GT1-7 sa povazujl za
reprezentativne pre postmigracné hypotalamické neurdny GnRH a v kultdre tvoria tesne prepojené kolonie
spojené neuritmi. Ich nedostatok pohyblivosti v spojeni so zrelymi neurénovymi vlastnostami a citlivostou na
regulacné faktory z nich robi vykonny model na stidium génovej regulacie, kontroly vyvoja a sekrecnej
fyziologie hypotalamickych neurénov GnRH.
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NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_0281

GMO Status GMO-S1: Tato neurdnova linia GT1-7 obsahuje transgen SV40 velkého T-antigénu pod kontrolou
promotora GnRH na Gcely Studia sekrécie GnRH. Tato klasifikacia plati iba v Nemecku a v inych krajinach
sa moZze lisit.

Biomolekularne udaje

Mutational
profile
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 (islo vyrobku

Medium Cytion 820300a)

Supplements Doplrite médium o 10 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouZivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpedenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spoloénosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.
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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 okamfZite 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 injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com 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 bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky obsahujlcej 8 ml kultivacného 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
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného 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 Gc¢innd 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 zvlhcena atmosféra.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym 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 uchovévanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150
az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA
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Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d 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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