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Bendra informacija

Description
Wilms2 lasteliy linija buvo iSvesta i$ pirminio Wilms naviko, kuris buvo diagnozuotas vaikui, serganciam WT1
mutacija. Siai lasteliy linijai bidinga homozigotiné nonsenso mutacija WT1 gene (c.1084 C>T, p.R362X), dél
kurios susidaro sutrumpintas, nefunkcionalus WT1 baltymas. Funkcinio WT1, geno, batino inksty vystymuisi,
praradimas yra tam tikry Vilmso naviko potipiy, ypac susijusiy su mezenchimine ar stromos diferenciacija,
pozymis. Wilms2 lasteliy linija yra svarbus modelis tiriant navikinius procesus, kuriuos lemia WT1 praradimas,
ypac atsizvelgiant j Wilmso navikus, kurie iSlaiko kitus svarbius genetinius poZymius.
Wilms2 lastelése taip pat yra CTNNB1 geno, kuris koduoja B-katening, pagrindine Wnt signaly kelio sudedamaja
dalj, mutacijy. Dél Siy mutacijy, ypac paveikianciy 45-3jj serina, B-kateninas stabilizuojasi ir kaupiasi, todél
konstituciskai suaktyvéja Wnt kelias. Sis suaktyvéjimas yra Zinomas Vilmso naviko lasteliy proliferacijos ir
navikinio vystymosi veiksnys, todél Wilms2 yra vertingas modelis, padedantis suprasti, kaip aberantinis Wnt
signalas prisideda prie WT1 mutacijy naviky vystymosi ir progresavimo.
Pagal fenotipg Wilms2 lastelés pasiZzymi j mezenchimines panasiomis savybémis, jose aptinkamas vimentinas ir
néra epitelio Zymeny, tokiy kaip citokeratinas. Tai atitinka naviko stromos savybes ir pabrézia WT1 vaidmen;
reguliuojant mezenchiminius-epitelinius pokycius inksty vystymosi metu. Atlikus Wilms2 proteomine analize,
nustatyta, kad aktyvuotos kelios receptoriy tirozino kinazés (RTK), jskaitant PDGFR ir AXL, kurios, kaip Zinoma,
palaiko naviko lasteliy islikima ir dauginimasi. Be to, suaktyvéja ir tolesnés grandys, tokios kaip MAPK ir
PI3K/AKT, o tai dar labiau prisideda prie Wilms2 lasteliy piktybiniy savybiy.
Apskritai Wilms2 lasteliy linija yra labai svarbi priemoné tiriant Wilms naviko, kurj lemia WT1 praradimas ir
pakites Wnt signalas, molekulinius mechanizmus. Jos genetinés ir fenotipinés savybés yra patikima platforma,
leidZianti tirti galimus terapinius taikinius ir suprasti pagrindiniy signaliniy keliy vaidmenj Vilmso naviky su
mezenchiminiu komponentu patologijoje.

Organism Zmogus

Tissue Inkstai

Disease Vilmso navikas

Applications In vitro lasteliy kult@iros modelis. Biocheminiai tyrimai

Charakteristikos

Age 1 metai

Gender Vyras

Ethnicity Kaukazieciy

Morphology Verpstés formos
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Cell type

Growth
properties

Vilmso lastelés

Prigludes

Reguliavimo duomenys

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

Wilms2 (Cytion katalogo numeris 300413)

9606

CellosaurusAccession CVCL_AS5SE

Biomolekuliniai duomenys

Mutational
profile

Tvarkymas

Culture
Medium

WT1 mutacijos buklé: homozigotiné c.149 C>A, p.R326x, LOH: 11p11-11pter, CTNNB1 mutacijos buklé:
heterozigotiné del TCT>TAT, p.S45Y

MSCGM rinkinys (iS "Lonza")

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Pasalinkite sena terpe nuo prilipusiy lasteliy ir nuplaukite jas PBS, kuriame néra kalcio ir magnio. T25 kolboms
naudokite 3-5 ml PBS, o T75 kolboms - 5-10 ml. Tuomet visiskai uzpilkite lasteles "Accutase", naudodami 1-2 ml
T25 kolboms ir 2,5 ml T75 kolboms. Leiskite lasteléms inkubuotis kambario temperatiiroje 8-10 minuciy, kad jos
atsiskirty. Po inkubacijos atsargiai sumaisykite lasteles su 10 ml terpés, kad jos vél suspenduoty, tada 3 minutes
centrifuguokite 300xg greiciu. ISmeskite supernatanta, vél sutirpinkite lgsteles Sviezioje terpéje ir perkelkite jas j
naujas kolbas, kuriose jau yra SvieZia terpé.

Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiSka augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO, kad buty uztikrintas

medium tinkamas gyvybingumas po atsildymo, arba CM-1 (Cytion katalogo numeris 800100), kurioje yra optimizuoty
osmoprotektoriy ir medZiagy apykaitos stabilizatoriy, kad bty pagerintas atsigavimas ir sumaZintas
kriokonservavimo sukeltas stresas.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uzsaldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu biity palaikoma optimali temperatira.

2. Gave is karto laikykite kriovialg Zemesnéje nei -150 °C temperatiroje, kad uztikrintuméte lasteliy
vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

3. Jeinorite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindami jj j 37 °C temperatiros
vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

4. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
mégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatiiros mitybinés terpés, atsargiai iSmaisSykite.

6. Misinj centrifuguokite 300 x g greiciu 3 minutes, kad atsiskirty lastelés, ir atsargiai iSmeskite
supernatantg su Saldymo terpés likuciais.

7. Svelniai resuspenduokite lasteliy granules 10 ml SvieZios mitybinés terpés. Jei lastelés yra prigludusios,
suspensija padalykite j dvi T25 kolbas; jei tai suspensinés kultiiros, visa terpe perkelkite j vieng T25
kolba, kad paskatintuméte veiksminga lasteliy saveika ir augima.

8. Laikykités nustatyty subkultiiry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir bty palaikoma, taip
uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y drékintoje atmosferoje.

Flask Coating
Kad po atSildymo bty uztikrintas optimalus prisitvirtinimas ir gyvybingumas, rekomenduojame naudoti

kolagenu dengtas kolbas arba ploksteles.

Freezing
Procedure Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu

kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzZiurékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.
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Shipping

Conditions Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu buty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami ja apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Storage

Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skysta azota mazdaug -150-196 °C temperatiroje.

Laikymas -80 °C temperatiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé / Genetinis profilis / HLA

Sterility
Mikoplazmos uzterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos
aptikimo metodus.

Siekiant uztikrinti, kad nebuty uzterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielémis, lasteliy kultiiros kasdien vizualiai
tikrinamos.

HLA aleliai A*:'01:01:01, '02:01:01
B*:'15:01:01, '57:01:01
C*:'03:03:01, '07:01:01
DRB1*:'04:01:01, '07:01:01
DQA1*:'02:01:01, '03:01:01
DQB1*:'03:02:01, '03:03:02
DPB1*:'04:01:01G, '04:02:01G
E:'01:01:01, '01:03:02
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