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Yleisia tietoja

Description
Wilms10M-solulinja perustettiin Wilmsin kasvainta (nefroblastoomaa) sairastavan potilaan metastaattisesta
keuhkokyhmysta. Wilms10M-solulinjalle on ominaista, kuten sen primaarikasvaimen vastineelle, Wilms10T:lle,
WT1-geenin homotsygoottinen deleetio, joka johtaa WT1-proteiinin taydelliseen puuttumiseen. WT1 on
valttamaton munuaisten normaalille kehitykselle, ja sen deletoituminen liittyy aggressiivisempaan
kasvainkdyttaytymiseen, erityisesti etdpesakkeisiin. Lisaksi Wilms10M-soluissa esiintyy heterotsygotian
menetystd (LOH) kromosomialueella 11p15, joka sisaltdd IGF2-geenin, mika lisad entisestdan naiden solujen
pahanlaatuisia ominaisuuksia.
Wilms10M-solut sdilyttavat vakaan karyotyypin, jossa ei ole merkittavia kromosomien uudelleenjarjestelyja
lukuun ottamatta WT1-alueen spesifista deletoitumista. Tama metastaattisesta kudoksesta peraisin oleva
solulinja on erityisen arvokas tutkittaessa molekyylimekanismeja, jotka ohjaavat metastaasin syntymista
Wilmsin kasvaimessa. Soluilla on mesenkymaalisia piirteitd, ja ne ilmentavat vimentiinin kaltaisia merkkiaineita,
mutta niistd puuttuvat epiteelimerkkiaineet, kuten sytokeratiini, mika viittaa siihen, ettd ne ovat peraisin
kasvaimen stroomaalisesta komponentista.
Wilms10M-tutkimuksessa on keskitytty signaalireitteihin, jotka ovat aktiivisia ndissa metastaattisissa soluissa.
Proteomianalyysit ovat osoittaneet useiden reseptorityrosiinikinaasien (RTK), kuten IGF1R:n, PDGFR{:n ja AXL:n,
aktivoituvan, ja ne osallistuvat solujen eloonjad@misen, lisddntymisen ja metastaattisen potentiaalin
edistamiseen. Myos MAPK- ja PI3K/AKT-signalointireitit aktivoituvat, ja niilla on keskeinen rooli Wilms10M-
solujen invasiivisen ja metastaattisen fenotyypin yllapitamisessa. Metastaattisen alkuperansa vuoksi Wilms10M
on olennainen malli Wilmsin kasvaimen metastaasin taustalla olevien molekulaaristen tapahtumien
ymmadrtamiseksi ja metastaattisen taudin kohdennettujen hoitostrategioiden kehittamiseksi.

Organism lhminen

Tissue Munuaiset

Disease Wilmsin kasvain

Applications In vitro -soluviljelymalli. Biokemialliset tutkimukset

Synonyms Wilms10

Ominaisuudet

Age 2 vuotta

Gender Nainen

Ethnicity Kaukasialainen

Morphology Karanmuotoinen
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Cell type Wilmsin solut
Growth Tarttuva
properties
Saantelytiedot
Citation Wilms10M (Cytionin luettelonumero 300418)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A5SL

Biomolekyylitiedot

Mutational WT1-mutaatiotilanne: homotsygoottinen del WT1 dell1p13:ssa. LOH: ei 11p13:ssa, mutta UPD 11p15:ssa.
profile CTNNB1-mutaatiotilanne: homotsygoottinen del TCT, p.DS45, UPD 3p
Kasittely
Culture MSCGM-pakkaus (Lonza)
Medium
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Poista vanha valiaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:Il3, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta

T25-pulloissa 3-5 ml PBS:aa ja T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan Accutase-valmisteella,
kadyttaen 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen inkuboitua huoneenlammassa 8-10
minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jdlkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n valiaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havita supernatantti,
suspendoi solut uudelleen tuoreessa valiaineessa ja siirra ne uusiin pulloihin, jotka sisaltavat jo tuoretta

véliaineita.
Freeze Kryosdilytysmediana kaytamme tdydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittdvan
medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:ta (Cytionin luettelonumero 800100), joka

sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Varmista, etta injektiopullo pysyy syvajaadytettyna toimitettaessa, silla solut kuljetetaan kuivajaassa,
jotta optimaalinen l[@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaan valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vetta ja antimikrobista ainetta, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes
jaastd on jaljellad pieni jaamohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirra solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka sisaltaa 8
ml huoneenlampoista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja hévita varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jaannospakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirra kaikki
vdliaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.

Incubation

Atmosphere 37°C,5 %oy kostutettu ilmakeha.

Flask Coating
Optimaalisen kiinnittymisen ja elinkelpoisuuden saavuttamiseksi sulatuksen jalkeen suosittelemme
kollageenipinnoitettujen pullojen tai levyjen kayttoa.

Freezing

Procedure Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajadssa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.
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Shipping

Conditions Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Storage

Conditions Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan hoéyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -

196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena vélivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta / Geneettinen profiili / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla etta luminesenssiin perustuvilla
mykoplasman osoitusmenetelmilla.
Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.
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