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Informatii generale

Description
KMH-2 este o linie celulara umana de carcinom tiroidian anaplazic (ATC) derivata de la un pacient de sex

masculin cu o forma de cancer tiroidian cu evolutie rapida si fatala. Carcinomul tiroidian anaplazic este una
dintre cele mai agresive si letale malignitati tiroidiene, caracterizata prin cresterea rapida si rezistenta la
terapiile conventionale. Celulele KMH-2 au fost obtinute dintr-o biopsie a tumorii primare inainte ca pacientul sa
fie supus chimioterapiei sau radioterapiei. Aceste celule sunt extrem de relevante pentru studiul fiziopatologiei
ATC, precum si pentru testarea eficacitdtii noilor agenti terapeutici.

Linia celulara KMH-2 prezinta o morfologie fusiforma atunci cand este cultivata in vitro, ceea ce este tipic pentru
multe celule de carcinom tiroidian anaplazic. Aceste celule au prezentat rezistenta la mai multi agenti
chimioterapeutici, inclusiv cisplatind, doxorubicind, etoposida si pepleomicina, reflectdnd provocarea clinica a
tratamentului ATC. Chimiorezistenta celulelor KMH-2 a fost atribuita expresiei ARNm al proteinei asociate
rezistentei multidrog (MRP), desi acestea nu exprima ARNm-urile mdr-1 si mdr-3 asociate cu glicoproteina P,
ceea ce sugereaza ca mecanismul lor de rezistenta la medicamente este independent de glicoproteina P.
Aceasta rezistenta la chimioterapie face din KMH-2 un model valoros pentru investigarea strategiilor alternative
de tratament.

Tn ceea ce priveste caracteristicile de crestere, celulele KMH-2 au timpi de dublare relativ lungi, iar
tumorigenitatea lor a fost confirmata in modele de xenotransplant folosind soareci atimi nude. Cu toate
acestea, aceste celule au necesitat conditii specifice pentru a spori proliferarea in vivo, cum ar fi utilizarea unei
placi mici de plastic pentru a facilita cresterea post-inoculare. Analiza cromozomiala a KMH-2 a evidentiat
anomalii multiple, o caracteristica comuna a cancerelor agresive, ceea ce subliniaza si mai mult utilitatea
acestora Tn studiul bazelor genetice ale carcinomului tiroidian anaplazic.

Organism Oom
Tissue Tiroida
Disease Carcinom anaplazic al glandei tiroide

Metastatic site Efuziune pleurald

Synonyms KMHDASH2, KMH2
Caracteristici
Age 71de ani
Gender Masculin
Ethnicity Asiatice
Morphology Celule fusiforme cu celule gigantice
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RPMI 1640, cu: 2,0 mM glutamina stabila, cu: 2,0 g/L NaHCO3 (numar articol Cytion 820700a)

Suplimentati mediul cu 10% FBS

Accutase

58 de ore

Indepartati mediul vechi de pe celulele aderente si spalati-le cu PBS care nu contine calciu si magneziu. Pentru
flacoanele T25, se utilizeaza 3-5 ml de PBS, iar pentru flacoanele T75, 5-10 ml. Apoi, se acopera celulele complet
cu Accutase, folosind 1-2 ml pentru flacoanele T25 si 2,5 ml pentru flacoanele T75. Lasati celulele la incubare la
temperatura camerei timp de 8-10 minute pentru a le detasa. Dupa incubare, amestecati usor celulele cu 10 ml
de mediu pentru a le resuspenda, apoi centrifugati la 300xg timp de 3 minute. Aruncati supernatantul,
resuspendati celulele Tn mediu proaspat si transferati-le in flacoane noi care contin deja mediu proaspat.

de 2 pana la 3 ori pe saptamana

Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
adecvatd dupad dezghetare sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati
si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de criogenie.
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Thawing and

Culturing Cells . . A . . . <
g 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata
carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesard cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curatd si un agent antimicrobian, agitdndu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 mica aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulard intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspenda usor peletul celularin 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%c0y° atmosfera umidificata.

Flask Coating
Pentru atasare optima si viabilitate dupa decongelare, va recomandam sa utilizati flacoane sau placi acoperite
cu colagen.

Freezing

Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.
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Shipping

Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toata durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.

Storage

Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa ntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

-

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA

>

Sterility
Contaminarea cu micoplasmd este exclusa utilizand atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.
Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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