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Genel bilgi

Description
GT1-7, luteinize edici hormon salgilatict hormon (LHRH) olarak da bilinen gonadotropin salgilatict hormon

(GnRH) sentezleyen ve salgilayan dliimsiizlestirilmis fare hipotalamik néronlarinin klonal bir alt hattidir. Bu
hiicreler, GnRH gen promotdriiniin kontrolii altinda SV40 biiyiik T-antijeni eksprese edilen transgenik fare
modeli kullanilarak genetik olarak hedeflenmis timér olusumu yoluyla gelistirilmistir. Bu strateji, GT1-1, GT1-3
ve GT1-7 dahil olmak lizere birka¢ GnRH salgilayan hiicre hattinin tiiredigi hipotalamik tlimorlerle
sonuglanmistir. GT1-7 hiicreleri, ndrofilament proteinleri, néron spesifik enolaz, sinaptik vezikil ile iligkili
proteinler (VAMP-2, SNAP-25) ve kromogranin B gibi noron spesifik belirteclerin ekspresyonu dahil olmak tizere
farklilasmis bir noronal fenotip sergilerler. GFAP veya miyelin proteinleri gibi glial belirtecleri eksprese etmezler,
bu da néronal kimliklerini dogrular.

Fonksiyonel olarak, GT1-7 hiicreleri endojen GnRH mRNA'yi eksprese eder ve GnRH'yi epizodik bir modelde
salgilar. Pro-GnRH'yi olgun, biyoaktif GnRH'ye doniistiirmek icin gerekli endopeptidazlar, karboksipeptidazlar
ve amidatlama enzimleri dahil olmak lizere tam isleme mekanizmasina sahiptirler. Bu hiicreler ayrica pro-GnRH
islemesinin bir yan trlinii olan GnRH ile iliskili peptidi (GAP) salgilar. Biyokimyasal karakterizasyon, GT1-7
hiicreleri icinde ve kiiltiir ortaminda hem pro-GnRH hem de olgun GnRH'nin ¢oklu molekiiler formlarini ortaya
¢ikarmis ve bu da aktif post-translasyonel islemeyi gostermektedir. GT1-7 tarafindan salgilanan GnRH biyolojik
olarak aktiftir ve in vitro olarak 6n hipofiz hiicrelerinden LH salinimini uyarabilir.

GT1-7 hiicreleri, daha gelismemis, go¢men GnRH noronlarindan tiiretilen GN11 gibi diger GnRH hiicre hatlarinin
aksine, in vitro olarak diisiik gogmenlik aktivitesi sergiler. GT1-7 hiicreleri, go¢ sonrasi hipotalamik GnRH
ndronlarinin temsilcisi olarak kabul edilir ve kiiltiirde siki bir sekilde baglantili, norit baglantili koloniler
olusturur. Hareket kabiliyetlerinin olmamasi, olgun noronal 6zellikleri ve diizenleyici faktorlere duyarliliklari,
onlari hipotalamik GnRH néronlarinin gen diizenlemesi, gelisim kontrolii ve salgi fizyolojisini incelemek igin
gliclu bir model haline getirir.

Organism Fare
Tissue Beyin, hipotalamus

Ozellikler

Cell type GNnRH ndronu

Growth Yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation GT1-7 (Cytion katalog numarasi 305779)
Biosafety level 1
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NCBI_TaxID 10090
CellosaurusAccession CVCL_0281

GMO Status GMO-S1: Bu GT1-7 néronal hatti, GnRH salgilama ¢alismalari i¢cin GnRH promotdr kontroli altinda bir
SV40 biiylik T-antijen transgeni icerir. Bu siniflandirma yalnizca Almanya icinde gecerlidir ve baska
llkelerde farklilik gosterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Mutational
profile
Ellecleme
Culture DMEM, w: 4,5 g/L Glukoz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM Sodyum piruvat (Cytion urlin
Medium numarasi 820300a)
Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent
Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam bliyiime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak igin kuru buz lizerinde gonderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hucreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
suipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kultur ortaminda yavasca yeniden stispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiylimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin stirekli bilylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de
saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA
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Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liiminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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