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Obecné informace

Description
SK-NEP-1 je lidska bunécéna linie plivodné odvozena z nefroblastomu, znamého také jako Wilmstv nador, coz je
Casté zhoubné onemocnéni ledvin u déti. Tato bunécna linie byla hojné vyuZivana v preklinickém vyzkumu ke
studiu biologie nefroblastomu a k hodnoceni novych terapeutickych pfistup k [é¢bé& Wilmsova nadoru. Pozd&jsi
molekularni charakterizace vSak odhalila, Ze SK-NEP-1 exprimuje fizni gen EWS-FLI1, ktery je charakteristicky
pro Ewinglv sarkom, coz naznacuje, Ze tato bunééna linie je spiSe zastupcem rodiny Ewingovych nadort nez

NEP-1, protozZe jeji biologické charakteristiky se vice blizi Ewingovu sarkomu nez anaplastickému Wilmsovu
nadoru.

Vyzkum SK-NEP-1 ukazal, Ze reaguje na chemoterapeutika, jako je vinkristin, ktery inhibuje polymerizaci
mikrotubuld, coZ vede k zastavé G2/M faze a apoptdze. Kombinovana terapie vyuzivajici prirodni slouceniny,
jako je andrografolid, navic prokazala synergické ucinky pfi zvySovani cytotoxicity vinkristinu na buriky SK-NEP-
1, predevsim prostrednictvim signalni drahy PI3K-AKT-p53. Ukazalo se, Ze tato kombinace vyvolava apoptézu v
burikdch SK-NEP-1, a to jak in vitro, tak in vivo, coZ z ni €ini slibny pristup k lé¢bé nadord, které maji stejné
molekularni charakteristiky jako SK-NEP-1.

SK-NEP-1 je tedy kritickym modelem pro studium molekularnich zaklad(i détskych nadort ledvin a Ewingova
sarkomu a pro hodnoceni G¢innosti kombinaci [é¢iv zaméFenych na zlepseni [é¢ebnych vysledkd u téchto typd
nadord. Jeho vyuZiti ve vyzkumu prispélo k pochopeni apoptdzy vyvolané [éky a potencialu cileni na specifické
signalni drahy, jako je PI3K-AKT-p53, pfi léCbé rakoviny.

Organism Clovék
Tissue Ledviny
Disease Wilmstv nddor

Metastatic site Pleuralni vypotek

Synonyms SKNEP-1, SKNEP1, SKNEP
Charakteristika
Age 25 let
Gender Zeny
Ethnicity Kavkazsky
Morphology Epitelu podobné
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Growth Zavéseni
properties
Regulaéni udaje
Citation SK-NEP-1 (katalogové ¢&islo Cytion 300341)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0631

Biomolekularni data

Isoenzymes PGM3, 1, PGM1, 1-2, ES-D, 1, Me-2, 2, AK-1, 1, GLO-1, 2, G6PD, B, produkt fenotypové frekvence: 0.0029
Tumorigenic Ano, na nahych mysich.

Mutational Mutace P53

profile

Karyotype (P12) hypotriploidni az hypertriploidni (+Al, +A2, +C, +D, +E, +F, +G) s abnormalitami v¢etné akrocentrickych

fragment(, sekundarnich zGzZeni a velkych subtelocentrickych markerd

» ’
Zpracovani
Culture McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukdza, w: stabilni glutamin, w: 2,0 mM pyruvat sodny, w: 2,2 g/l NaHCO3 (Cislo ¢lanku
Medium Cytion 820200a)
Supplements Doplfite médium o 10% FBS
Subculturing Kultury udrzujte pravidelnym pFidavanim nebo vymé&nou média. Zahaijte kultury s hustotou 5 x 10> bun&k/ml a
pro optimalni riist udrZujte koncentraci bunék v rozmezi 3 x 10° a7 1 x 10° bunék/ml.
Split ratio Doporuuje se pomér 1:2 a7 1:4
Fluid renewal 2 a7 3krat tydné
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Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spoleCnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, Ze lahvicka zlstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrZely optimalni teploty.

2. Po obdrzZeni kryovialku bud okamzité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponorenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezlistane
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 lahvi¢ku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 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 kultivacniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

Incubation

Atmosphere 37°C,5 %coz’ zvlhéena atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchycenf a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporuc¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky
potaZené kolagenem.
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Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji 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
mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 az -196

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

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

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

metod detekce mykoplazmy.

vy s

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

Profil STR CSF1PO: 10
D13S317:11
D16S539: 11
D5S818: 13
D75820: 8,10
THO1:8,9.3
TPOX: 8,11
VWA: 15,19
D3S1358: 14,15
D21S11: 29,31
D18S51: 15,17
Penta E: 7,18
PentaD: 11,12
D8S1179: 12
FGA: 24
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Alely HLA A*: '25:01:01, '31:01:02
B*:'51:01:01, '55:01:01
C*:'03:03:01, '15:02:01
DRB1*:'14:54:01, '15:01:01G
DQA1*:'01:02:01, '01:04:01
DQB1*:'05:03:01, '06:02:01
DPB1*:'03:01:01, '04:01:01
E: '01:01:01,'01:03:01
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