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Bunkova linia 12Z je imortalizovany model ludskych endometriotickych epitelovych buniek odvodenych z
peritonealnych endometriotickych ézii. Povodne bola vytvorena transfekciou primarnych endometriotickych
epitelovych buniek antigénom SV40 large T, ¢o umoznilo rozsirenu proliferacnd schopnost. Bunky 127 si
cytokeratin-pozitivne a E-kadherin-negativne, ¢o ich odliSuje ako epitelialnu populaciu s invazivnym fenotypom.
Ukazalo sa, Ze tieto bunky vykazuju vysokd mieru migracie a invazivneho spravania in vitro, podobne ako bunky
metastatického karcindmu, a exprimuju N-kadherin, kadherin spojeny so zvySenou invazivnostou a
pohyblivostou. Tento molekularny profil podporuje ich pouZzitie pri Stidiu mechanizmov invazie relevantnych
pre endometridzu a paralel pozorovanych v biologii rakoviny.

Funkcne bunky 127 exprimuju gény zapojené do signalizacie estrogénov a progesterénu, remodelacie
extracelularnej matrix, angiogenézy, produkcie cytokinov a biosyntézy a signalizacie prostaglandinu E2 (PGE2).
Vykazuju zvysenu aktivitu matrixovych metaloproteindz MMP-2 a MMP-9, ktoré st rozhodujlce pre degradaciu
zloZiek extracelularnej matrix a ulahcuju invaziu do tkaniva. Okrem toho bunky 12Z produkujui vysoké hladiny
PGE2, zapalového mediatora, ktory sa podiela na patofyziologii endometridzy. Tieto vlastnosti spolu s ich
reaktivitou na steroidné hormény robia z buniek 12Z G&inny in vitro model na rozbor molekuldrnych zakladov
vzniku endometriotickych [ézii, invazie a hormonalnej regulacie.

Dolezité je, Ze nedavne Studie kontroly kvality potvrdili geneticku pravost buniek 127 prostrednictvom
profilovania STR (kratke tandemové opakovania), ¢im sa zmiernili predchadzajuce obavy z krizovej
kontaminacie a nespravnej identifikacie vo vyskume endometriézy. Tieto bunky spolu s izko pribuznou liniou
Z11 boli navrhnuté ako standardné modely na zlepSenie reprodukovatelnosti a spolahlivosti v oblasti
reprodukénej bioldgie a vyskumu endometridzy.
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Citation 127 (katalégové &islo Cytion 305733)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0QT73

GMO Status GMO-S1: Tato bunkova linia obsahuje konstrukt expresie velkého antigénu SV40 T dodavany
prostrednictvom vektora pcDNA3.1, ktory umozZziuje rozsirenu proliferaciu prostrednictvom inaktivacie
p53 a Rb. VloZka je integrovana do ludskej endometriotickej bunkovej linie 12Z. Tato klasifikacia plati
len v Nemecku a méZze sa liSit v inych krajinach.

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

Doubling time 31 hodin

Seeding 1-3x 10% buniek/cm?

density

Freeze Ako kryokonzervaéné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spsobeného 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 okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky 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
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢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%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure 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.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji 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 uchovavanie umiestnite injekéné 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

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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