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Obecné informace

Description
KMH-2 je lidska bunécna linie anaplastického karcinomu stitné Zlazy (ATC) odvozena od pacienta s rychle
progredujici a smrtelnou formou karcinomu Stitné Zlazy. Anaplasticky karcinom stitné Zlazy je jednim z
nejagresivnéjsich a nejsmrtelné&jSich zhoubnych nadord stitné zlazy, ktery se vyznacuje rychlym rdstem a
rezistenci na konvenéni lé€bu. Buriky KMH-2 byly vytvoreny z biopsie primarniho naddoru predtim, nez pacient
podstoupil jakoukoli chemoterapii nebo radioterapii. Tyto buriky jsou velmi duleZité pro studium patofyziologie
ATC i pro testovani G¢innosti novych terapeutickych latek.
Bunécna linie KMH-2 vykazuje pfi kultivaci in vitro vietenovitou morfologii, ktera je typicka pro mnoho bunék
anaplastického karcinomu $titné Zlazy. Tyto buriky vykazuji rezistenci vi¢i mnoha chemoterapeutickym latkam,
vcetné cisplatiny, doxorubicinu, etoposidu a pepleomycinu, coz odrazi klinickou naro¢nost lécby ATC.
Chemorezistence u bunék KMH-2 byla pFisuzovana expresi mRNA proteinu asociovaného s vice léky (MRP),
ackoli neexprimuji mMRNA mdr-1 a mdr-3 spojené s P-glykoproteinem, coz naznacuje, Ze mechanismus jejich
rezistence na léCiva je nezavisly na P-glykoproteinu. Tato rezistence vici chemoterapii ¢ini z KMH-2 cenny model
pro zkoumani alternativnich lé¢ebnych strategii.
Pokud jde o rdstové charakteristiky, bufiky KMH-2 maiji relativné dlouhou dobu zdvojeni a jejich tumorigenita
byla potvrzena v xenotransplantacnich modelech s pouzitim athymickych nahych mysi. Tyto buriky vsak
vyZadovaly specifické podminky pro zvySeni proliferace in vivo, napfiklad pouZiti malé plastové desticky pro
usnadnéni ristu po inokulaci. Chromozomalni analyza KMH-2 odhalila ¢etné abnormality, coz je bézny rys
agresivnich karcinomd, coz dale podtrhuje jejich uzZite¢nost pfi studiu genetickych zakladl anaplastického
karcinomu Stitné Zlazy.

Organism Clovék

Tissue Stitna Zlaza

Disease Anaplasticky karcinom stitné Zlazy

Metastatic site Pleurdlni vypotek

Synonyms KMHDASH2, KMH2

Charakteristika

Age 71 let

Gender Muzi

Ethnicity Asijské

Morphology Vietenovité buriky s obfimi bufikami
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Growth
properties

Regulaéni udaje

Citation

Adherentni

KMH-2 (katalogové Cislo Cytion 305142)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_S641

Biomolekularni data

Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Fluid renewal

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)

Doplrite médium o 10% FBS

Accutase

58 hodin

Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a horciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
barky 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 bunky 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.

1:2az1:5

2 a7 3krat tydné

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouZivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . ” - _ . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pri 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.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporucujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure 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

Storage
Conditions

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility

Profil STR

 Cytion

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.

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.

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.

Amelogenin: x,x
CSF1PO: 10,11
D13S317:9
D16S539: 9,12
D5S818: 12,13
D7S820: 11
THO1:9

TPOX: 8,11
VWA: 14,15
D3S1358: 15
D21S11:30,32.2
D18S51: 17
PentaE: 15
Penta D: 9,10
D8S1179: 13
FGA: 20,22
D6S1043: 11
D2S1338: 18
D12S391: 21,22
D19S433:15,15.2

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Némecko
Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



