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Vseobecné informacie

Description
Bunkové linie KB st adherentné epitelové bunkové linie, o ktorych sa pévodne predpokladalo, Ze pochadzaju z
epidermalneho karcindmu Ust. Nasledné analyzy vratane izoenzymovych testov, identifikacie markerovych
chromozdmov Hela a uréovania odtlackov DNA vSak odhalili, Ze bunkova linia KB v skuto¢nosti vznikla
kontaminaciou bunkami HeLa. Tato nespravna identifikacia zdorazriuje doleZitost doslednej autentifikacie
bunkovych linii vo vyskume.
Bunky KB exprimuju keratin, kli¢ovy Strukturalny protein epitelovych buniek, ¢o sa potvrdilo
imunoperoxidazovym farbenim. Okrem toho sa zistilo, Ze obsahuju sekvencie ludského papilomavirusu 18 (HPV-
18), ktoré mézu byt zaujimavé v Studiach tykajucich sa virusovej onkolégie. 1zoenzymovy profil buniek KB
zahrna glukézo-6-fosfat dehydrogendazu (G6PD) typu A, ¢o zodpoveda vlastnostiam buniek HelLa. Vzhladom na
tieto zistenia je velmi dolezité uvedomit si, Ze bunky KB maji mnoho spolo¢nych biologickych vlastnosti s
bunkami HeLa vratane pritomnosti markerovych chromozémov Specifickych pre Hela.
V dosledku toho by sa KB bunky mali pouzivat opatrne, najma v experimentoch, kde je rozhodujdci presny
bunkovy pévod. Napriek tomu zostavaju uzitoénym modelom na stidium spravania epitelovych buniek,
bioldgie rakoviny a mechanizmov virusovej integracie a expresie. Tak ako vSetky bunkové linie, aj KB bunky st
urcené vylucne na vyskum in vitro a nie s vhodné na terapeutické alebo in vivo aplikacie.

Organism Ludské

Tissue Endocervix

Disease Adenokarciném

Synonyms Kmeri KB

Charakteristika

Age 30 rokov

Gender Zeny

Ethnicity Afroameri¢an

Morphology Epitelu podobné

Cell type Epidermoid

Growth Adherent

properties
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Regulacne udaje

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

KB (katalogové €islo Cytion 300446)

9606

CellosaurusAccession CVCL_0372

Biomolekularne udaje

Isoenzymes

Virus
susceptibility

Products
Karyotype
Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal
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G6PD, typ A

Poliovirus 1, adenovirus 3

Keratin

2n=46

EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion ¢islo ¢lanku 820100a)

Dopliite médium o 10% FBS a 1% NEAA

Accutase

Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju erstvé médium.

4 buniek

2x10 /em? vytvori konfluentnii monovrstvu za 2 a7 3 dni.

2 az 3-krat tyzdenne
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Post-Thaw Po rozmrazeni naneste bunky v koncentracii 5 x 10% buniek/cm2 a nechajte bunky zotavit sa z procesu
Recovery zmrazenia a prilnat aspori 24 hodin.

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

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells S . . ’ . ¢
g 1. Overte si, ze injekénd liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazenad, pretoze bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

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

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

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujicej 8 ml kultivaéného 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
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili Gcinnd 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.
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Freezing

Procedure 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.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym 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 zaloZenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizuélne kontrolujd.
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