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Obecné informace

Description
Bunécna linie Wilms10M byla vytvorena z metastatického plicniho uzliku pacienta s Wilmsovym nadorem

(nefroblastomem). Stejné jako jeji primarni nadorovy protéjsek Wilms10T je bunécna linie Wilms10M
charakterizovana homozygotni deleci genu WT1, coZ vede k Gplné absenci proteinu WT1. WT1 je nezbytny pro
normalni vyvoj ledvin a jeho delece je spojena s agresivnéjsim chovanim nadoru, zejména v metastatickém
prostredi. Buriky Wilms10M navic vykazuji ztratu heterozygozity (LOH) v chromozomalni oblasti 11p15, ktera
zahrnuje gen IGF2, coz dale prispiva k malignim vlastnostem téchto bunék.

Buriky Wilms10M si zachovavaji stabilni karyotyp bez vétsich chromozomalnich prestaveb kromé specifické
delece oblasti WT1. Tato bunééna linie odvozena z metastazujici tkané je obzvlasté cenna pro studium
molekularnich mechanismd, které u Wilmsova nadoru zpUsobuji metastazovani. Buriky vykazuji mezenchymalni
vlastnosti, exprimuji markery, jako je vimentin, zatimco postradaji epitelialni markery, jako je cytokeratin, coz
svéddi o jejich plvodu ze stromalni slozky nadoru.

Vyzkum Wilms10M se zamé¥il na signalni drahy, které jsou v téchto metastatickych burikach aktivni.
Proteomické analyzy prokazaly aktivaci nékolika receptorovych tyrozinkinaz (RTK), v€etné IGF1R, PDGFRP a AXL,
které se podileji na podpore prezivani, proliferace a metastatického potencialu bunék. Aktivovany jsou také
navazujici signalni drahy MAPK a PI3K/AKT, které hraji klicovou roli pfi udrzovani invazivniho a metastatického
fenotypu bunék Wilms10M. Vzhledem ke svému metastatickému plvodu je Wilms10M zasadnim modelem pro
pochopeni molekularnich déju, které jsou zakladem metastazovani Wilmsova nadoru, a pro vyvoj cilenych
terapeutickych strategii proti metastatickému onemocnéni.

Organism Clovék

Tissue Ledviny

Disease Wilmstv nddor

Applications Model buné&éné kultury in vitro. Biochemické studie
Synonyms Wilms10

Charakteristika

Age 2 roky
Gender Zeny
Ethnicity Kavkazsky

Morphology Vietenovity tvar
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Cell type Wilmsovy buriky
Growth Adherentni
properties
Regulaéni udaje
Citation Wilms10M (katalogové ¢islo Cytion 300418)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A5SL
Depositor B. Royer-Pokora

Biomolekularni data

Mutational Stav mutace WT1: homozygotni del WT1 v rdmci del11p13. LOH: Zadnd v 11p13, ale UPD v 11p15. Stav mutace
profile CTNNB1: homozygotni del TCT, p.DS45, UPD 3p
» ’
Zpracovani
Culture Souprava MSCGM (od spolec¢nosti Lonza)
Medium
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a horciku. Pro bariky T25 pouZzijte

3-5 ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pficemz pouzijte 1-2 ml pro
banky 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 buriky 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.

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

medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spolec¢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 Zadny

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji 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.

Shipping
Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim 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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Storage
Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testl zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.

Profil STR Amelogenin: x,y
CSF1PO: 11,12
D13S317:12,12
D16S539: 9,10
D55818: 10,12
D7S820: 11,12
THO1: 8,6
TPOX: 8,11
VWA: 15,18
D3S1358: 17,17
D21S11: 29,30
D18S51: 14,16
PentaE: 7,10
Penta D: 10,13
D8S1179: 10,15
FGA: 22,24
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