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Altalanos informaciok

Description
A Wilms1 sejtvonal eredetileg egy primer Wilms-tumorbdl szarmazik, amelyet egy olyan betegtdl nyertek, akinél

nagy kétoldali vesedaganatot diagnosztizaltak, ami a Wilms-tumor (nefroblastoma) jellegzetes megjelenési
formaja. Ez a sejtvonal homozigdta nonszensz mutaciot hordoz a WT1 génben (c.149 C>A, p.S50X), ami egy
csonka, nem funkcionalis WT1 fehérje termelédéséhez vezet. AWT1 kritikus gén a vese fejlédésében, és
mutacidja szorosan sszefligg a Wilms-tumor patogenezisével, kiilondsen a stromalis differencialodast mutaté
tumorokban. A Wilms1 sejtek stabil kariotipust mutatnak jelentés kromoszéma-rendellenességek nélkil, és
mesenchymalis fenotipus jellemzi 6ket, vimentint expresszalnak, mikdzben hianyoznak bel6liik az olyan
epithelialis markerek, mint a citokeratin. A vonal korlatozott, de jelent6s mesenchymalis differencialodasi
képességet mutat, beleértve az izomszer( sejtekké vald differencialodas lehetéségét is bizonyos koriilmények
koz6tt, ami kulcsfontossagu modellé teszi a WT1 mutaciok molekularis kovetkezményeinek
tanulmanyozasahoz.

Az elsédleges Wilms1 sejtek korlatozott élettartamanak lekiizdése érdekében az imWilms1 sejtvonalat Ggy
hoztuk létre, hogy az eredeti tumorsejtekbe egy haromszorosan mutans SV40 nagy T antigént (U19d189-97tsA58)
vittlink be, ami megkdonnyiti az immortalizacidjukat. Ez a modositas lehetévé teszi, hogy az imWilms1 sejtek
korlatlanul szaporodjanak, mikdzben megdrzik a kromoszéma-stabilitast, igy megbizhaté modellt kinalnak
hosszU tavu vizsgalatokhoz. Azimmortalizalt imWilms1 sejtek tovabbra is ugyanazt a WT1 mutaciot mutatjak, és
megtartjak a sziil6 Wilms1 vonal mesenchymalis jellemz6it.

Genetikai és fenotipusos jellemz8i mellett az imWilms1 sejtvonalat kiterjedten elemezték jelatviteli
Utvonalaktivitasa szempontjabol. A proteomikai vizsgalatok szamos receptor-tirozin-kinaz (RTK), koztiik az
EGFR, a PDGFR és az AXL foszforilacidjat és aktivalédasat mutattak ki, a MAPK jelatviteli Gtvonalak downstream
aktivalodasaval. Ezen Utvonalak kévetkezetes aktivalasa az imWilms1 sejtekben aldhizza jelentéségiiket a
Wilms-tumor célzott terdpids stratégidinak feltardsa szempontjabdl. Osszességében az imWilms1 egy robusztus
és hosszl tavi modellként szolgél a Wilms-tumor kialakulasanak és progresszidjanak hatterében all6
molekuldris mechanizmusok vizsgélatara, kiilonésen a WT1 mutéciok és aberrans jelatviteli Gtvonalak altal
vezéreltek esetében.

Organism Emberi
Tissue Vese
Disease Wilms tumor
Synonyms IM-WT-1
Jellemzok
Age 10 hénap
Gender N&i
Ethnicity Kaukazusi
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Morphology Ors6 alakd
Cell type Wilms sejtek
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation imWilms1 (Cytion katalégusszam 300412)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A5SN

GMO Status GMO-S1: Ez azimWilms1 human Wilms-tumor vonal egy haromszorosan mutans SV40 T-antigén kazettat
tartalmaz, amely lehet6vé teszi a feltételes immortalizaciot a nefroblastoma kutatasahoz. Ez a besorolas
csak Németorszagban érvényes, mashol ettdl eltérhet.

Biomolekularis adatok

Mutational WT1 mutacids statusz: homozigéta c. 149 C>A, p.S50x, LOH: 11p11-11pter, CTNNB1 mutdacids statusz:
profile heterozigéta TCT>TTT, p.S45F
&,
A kezelese
Culture MSCGM kit (a Lonzatél)
Medium
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrdl, és mossa 6ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-

6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznélva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan 6vatosan keverjik 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
felulUszét, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at ket (j lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.
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Fluid renewal hetente 1-2 alkalommal
Freeze Krioprezervalé taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a
medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam: 800100), amely

optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids tiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig dvatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertStlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolt, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletti taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazé feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenzidt két T25-6s tenyésztblombik kdzott; szuszpenzids kultirdk esetében az dsszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatés és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%(:02’ parasitott légkor.

Flask Coating
A felolvasztas utani optimalis kotdés és életképesség érdekében kollagénnel bevont lombikok vagy lemezek

hasznalatat javasoljuk.
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Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfelels tarolohelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze 4t az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

Storage

Conditions Hosszd tavd tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, koriilbelul -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe valo atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.

A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.

HLA allélok A*:'03:01:01, '24:02:01
B*: '35:03:01, '38:01:01
C*:'12:03:01
DRB1*:'07:01:01, '14:54:01
DQA1*:'01:04:01, '02:01:01
DQB1*:'02:02:01, '05:03:01
DPB1*:'02:01:02G, '04:02:01G
E:'01:03:01,'01:03:02
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