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Obecné informace

Description
Bunécna linie KGN je lidska ovarialni granulézova nadorova bunécna linie odvozena od pacientky s rakovinou
vajecnikl a imortalizovana pro poufziti v rliznych vyzkumnych studiich. Zachovava si funkcni vlastnosti
granulézovych bunék, véetné syntézy hormond, coz z ni ¢ini cenny model pro zkoumani funkci granulézovych
bunék, hormonalni regulace a patologie vajecnikd. KGN buriky byly vyuzity ke zkoumani molekularnich
mechanismd, které jsou zakladem reprodukénich a endokrinnich poruch, jako je syndrom polycystickych
vajecnikl (PCOS). Jsou zvlasté znamé svou reakci na polynenasycené mastné kyseliny, jako je kyselina
arachidonova (AA), ktera mize vyvolat oxidacni stres (OS) a ovlivnit funkci mitochondrii.
Vyzkum ukazal, Ze expozice AA v burikdch KGN zvy3uje hladiny oxidaénich markerd, jako jsou reaktivni formy
kysliku (ROS) a malondialdehyd (MDA), sniZuje celkovou antioxida¢ni kapacitu a narusuje mitochondrialni
aktivitu, coz vede k apoptdze bunék. Tento proces je spojen se zvySenou regulaci ristového diferenciacniho
faktoru 15 (GDF15), ktery zfejmé plni ochrannou tlohu pred poskozenim bunék vyvolanym oxidacnim stresem.
Buriky KGN jsou navic citlivé na ferroptdzu, coz je forma bunécné smrti zavisla na Zeleze a charakterizovana
peroxidaci lipid0 a oxidaénim stresem. Studie zdGrazriuji, Ze pfijem Zeleza zprostfedkovany pres transferinovy
receptor mize podporovat produkci ROS a prispivat k této cesté.
Kromé toho byly buniky KGN pouzity ke studiu vlivu mikroRNA na funkci bunék, protoZze miR-93-5p byla
identifikovana jako faktor podporujici apoptdzu a ferroptdzu prostrednictvim signalni drahy NF-kB, coZ spojuje
regulaci miRNA s dysfunkci granulézovych bunék u PCOS. Diky témto schopnostem jsou buriky KGN vyznamnym
modelem pro lepsi pochopeni patofyziologie vaje¢nik( a zkoumani potencialnich terapeutickych cild.

Organism Clovék

Tissue Vajecnik, ovarialni folikul, vrstva granulézovych bunék

Disease Nador z granulézovych bunék vajecniki

Charakteristika

Age 63 let

Gender Zeny

Ethnicity Japonsky

Morphology Fibroblastlim podobné

Growth Adherentni

properties
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Regulacni udaje
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

KGN (katalogové Cislo Cytion 305446)

9606

CellosaurusAccession CVCL_0375

Biomolekularni data

Mutational
profile

Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Fluid renewal

Mutace: (c.402C>G), heterozygotni

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-Glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu
sodného, w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820400a)

Doplrite médium o 10% FBS

Accutase

Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouZzijte 1-2 ml pro
banky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné& promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

2krat tydné

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouZzivame kompletni rlistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Ovérte si, Ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pri teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okam?zita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

o £o " ,
37°C,5 /OCO2’ zvlhcena atmosféra.

Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporucujeme pouzivat bariky nebo desticky
potaZené kolagenem.

Kryokonzervované buné&cné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovéfenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky pfechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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