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Obecné informace

Description

Organism

Tissue

Disease

Applications

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Morphology

Bunécna linie Wilms3 byla vytvorena z primarniho Wilmsova nadoru u détského pacienta, ktery se vyznacoval
somatickou mutaci WT1. Na rozdil od mnoha jinych bunécénych linii Wilmsova nadoru je Wilms3 nositelem
heterozygotni frameshift mutace v genu WT1 (c.1293-1294insA, p.V432SfsX87), ktera vede k produkci zkraceného
proteinu WT1. Tato ¢astecna ztrata funkce WT1 je spojena s rozvojem nadord, které vykazuji stromalni nebo
mezenchymalni fenotyp. Mutace WT1 u Wilms3 vSak neni homozygotni, coz prispiva ke slozitosti jejiho studia,
protoZe si zachovava urcitou funkci WT1, kterd mize ovlivriovat biologii nddoru odlisné ve srovnani s bunécnymi
liniemi s Gplnou ztratou WT1.

Wilms3 nese také mutaci v genu CTNNBL, konkrétné postihujici threonin 41 (p.T41A), ktery hraje kritickou roli v
signalni draze Wnt. Tato mutace stabilizuje B-katenin, ¢imz brani jeho degradaci a vede ke konstitutivni aktivaci
drahy Wnt. Pretrvavajici aktivace signalizace Wnt pohani proliferaci bunék a prispiva k tumorigenezi u Wilms3,
coz z néj ¢ini klicovy model pro studium dopadu mutaci CTNNB1 v kontextu ¢aste¢né funkéniho pozadi WT1.

Fenotypicky vykazuji buriky Wilms3 morfologii podobnou mezenchymalnimu typu, exprimuji vimentin a
postradaji cytokeratin, coz odpovida stromalnim charakteristikam pozorovanym v plivodnim nadoru. Tyto
buriky vykazuji omezeny diferenciacni potencial se schopnosti urcité mezenchymalni diferenciace za
specifickych podminek. Proteomické analyzy Wilms3 odhalily aktivaci nékolika receptorovych tyrozinkinaz
(RTK), v€etné PDGFRP a AXL, které podporuji preZiti a proliferaci bunék. Kromé toho jsou aktivovany navazujici
signalni drahy, jako jsou MAPK a PI3K/AKT, coz posiluje maligni vlastnosti bunék Wilms3.

Jednim z jedinecnych aspektd Wilms3 je ¢astecna funkénost WT1, coz poskytuje odlisny pohled na to, jak
mutace WT1 prispivaji k biologii Wilmsova nadoru, pokud mutace neni Gplna. Vzajemné plsobeni signalizace
WT1 a Wnt u Wilms3 nabizi cennou prileZitost ke studiu diferencovanych roli, které tyto drahy hraji ve vyvoji
nadoru. Celkové Wilms3 slouzi jako dulezity model pro zkoumani molekularnich mechanism, které jsou
zakladem Wilmsova nadoru v pfitomnosti ¢astecné ztraty WT1 a konstitutivni aktivace drahy Wnt.
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Model bunécné kultury in vitro. Biochemické studie
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Cell type

Growth
properties

Regulaéni udaje
Citation
Biosafety level

NCBI_TaxID

Wilmsovy burky

Adherentni

Wilms3 (katalogové ¢islo Cytion 300414)

9606

CellosaurusAccession CVCL_AS5SF

Depositor

B. Royer-Pokora

Biomolekularni data

Mutational Stav mutace WT1: homozygotni ¢.1293-1294insA, p.V432fsx87, LOH: 11p11-11pter, stav mutace CTNNB1: divoky
profile typ
» ’
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 a molekularni analyza

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
D13S317:12,13
D16S539: 9,11
D55818: 9,9
D7S820: 10,11
THO1: 6,6
TPOX: 8,8
VWA: 16,17
D3S1358: 15,16
D21S11: 29,31
D18S51: 13,17
PentaE: 7,10
Penta D: 9,13
D8S1179: 10,11
FGA: 22,24

Alely HLA A*:'03:01:01
B*:'35:01:01, '35:03:01
C*:'04:01:01
DRB1*:'04:03:01, '11:04:01
DQA1*:'03:01:01, '05:05:01
DQB1*:'03:01:01, '03:02:01
DPB1*:'01:01:01, '04:01:01
E:'01:03:02, '01:06:01
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