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Vseobecné informacie

Description
KMH-2 je ludska bunkova linia anaplastického karcindmu stitnej Zlazy (ATC) odvodena od muzského pacienta s
rychlo progredujicou a smrtelnou formou rakoviny stitnej Zlazy. Anaplasticky karcindm stitnej Zlazy je jednym z
najagresivnejsich a najsmrtelnejsich zhubnych nadorov $titnej Zlazy, ktory sa vyznacuje rychlym rastom a
rezistenciou voci konvenénej lie¢be. Bunky KMH-2 boli vytvorené z biopsie primarneho nadoru predtym, ako
pacient podstupil akukolvek chemoterapiu alebo radioterapiu. Tieto bunky st velmi délezité na Studium
patofyzioldgie ATC, ako aj na testovanie Gc¢innosti novych terapeutickych latok.
Bunkova linia KMH-2 vykazuje pri kultivacii in vitro vretenovitd morfoldgiu, ktora je typicka pre mnohé bunky
anaplastického karcindmu $titnej Zlazy. Tieto bunky vykazuju rezistenciu voc¢i viacerym chemoterapeutickym
latkam vratane cisplatiny, doxorubicinu, etopozidu a pepleomycinu, ¢o odraza klinicky problém liecby ATC.
Chemorezistencia v bunkach KMH-2 sa pripisuje expresii mRNA proteinu asociovaného s viacerymi liekmi (MRP),
hoci neexprimuji mRNA mdr-1 a mdr-3 spojené s P-glykoproteinom, ¢o naznacuje, Ze mechanizmus ich
rezistencie na lieky je nezavisly od P-glykoproteinu. Tato rezistencia na chemoterapiu robi z KMH-2 cenny model
na skimanie alternativnych lieCebnych stratégii.
Pokial ide o rastové charakteristiky, bunky KMH-2 maiju relativne dlhy zdvojovaci ¢as a ich tumorigénnost bola
potvrdena v xenotransplantacnych modeloch s pouZitim atymovych nahych mysi. Tieto bunky si vSak vyZadovali
$pecifické podmienky na zvysenie proliferacie in vivo, napriklad pouZitie malej plastovej platnicky na ulahcenie
rastu po inokulacii. Chromozomalna analyza KMH-2 odhalila pocetné abnormality, ktoré st beZznym znakom
agresivnych typov rakoviny, ¢o dalej zd6razriuje ich uzito¢nost pri $tidiu genetickych zakladov anaplastického
karcinému Stitnej Zlazy.

Organism Ludské

Tissue Stitna Zlaza

Disease Anaplasticky karcindm stitnej Zlazy

Metastatic site Pleurdlny vypotok

Synonyms KMHDASH2, KMH2

Charakteristika

Age 71 rokov

Gender Muzi

Ethnicity Azijské

Morphology Vretenovité bunky s obrovskymi bunkami
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Growth Adherent
properties
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Regulacné udaje

Citation KMH-2 (katalégové ¢fslo Cytion 305142)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_S641

Biomolekularne udaje

Spracovanie
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Doplrite médium o 10 % FBS
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 58 hodin

Subculturing 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
1-2 mlpre 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.

Fluid renewal 2 a7 3-krdt tyzdenne
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 sposobeného 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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