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Vispariga informacija

Description
Wilms10T Stinu linija tika iegta no primara Vilmsa audzéja parauga, kas iegiits no pacienta ar Vilmsa audzéju -
bérnu nefroblastomu. Sai $iinu linijai ir raksturiga homozigotiska WT1 géna delecija, ka rezultata pilniba tiek
zaudéta WT1 funkcija, kas ir loti svarigs géns, kurs ir iesaistits nieru attistiba un normalas nieru diferenciacijas
uzturésana. Atskiriba no daudzam citam Vilmsa audzéja Stinu linijam Wilms10T nav WT1 proteina ekspresijas,
kas atspogulo nopietnas genétiskas izmainas Saja audzéja apakstipa. Turklat Wilms10T Stnu linijai piemit
heterozigotozitates zudums (LOH) 11p15 hromosomu apgabala, kas ietver tadus svarigus génus ka IGF2, kas vél
vairak pastiprina tas audzéja ipasibas.
Wilms10T Stnam ir stabils normals kariotips bez btiskam hromosomu parkartojumiem, iznemot specifisku WT1
regiona izdzéSanu. ST $anu linija ir plasi izmantota, lai pétitu pilnigu WT1 zuduma ietekmi uz audzéju biologiju,
tostarp ta ietekmi uz $tinu proliferaciju, diferenciaciju un reakciju uz dazadiem signalu celiem. Sim $Ginam
saglabajas mezenhimalas Tpasibas, tas ekspresé tadus markierus ka vimentins, bet tam trikst epitélija markieru,
pieméram, citokeratina, kas norada uz to stromalo izcelsmi.
Nozimigi pétijumi ir vérsti uz Wilms10T Sinas aktivajiem signalu celiem. Proteomikas pétijumi liecina, ka Sajas
Stinas aktiviz&jas vairakas receptoru tirozina kinazes (RTK), pieméram, IGF1R, PDGFRp un AXL, kas, ka zinams,
veicina audzéju veidosanos. Turklat Wilms10T Siinas ir aktivizéti pakartotie signalizacijas celi, tostarp MAPK un
PI3K/AKT celi, kas veicina to agresivo audzéja fenotipu. Visaptverosa Wilms10T raksturojuma dél ta ir vértigs
modelis, lai pétitu Wilms audzéja ar pilnigu WT1 zudumu molekularo pamatu, ka art lai izpétitu potencialos
terapeitiskos mérkus Saja agresiva audzéja apakstipa gadijuma.

Organism Cilvéks

Tissue Nieres

Disease Vilmsa audzéjs

Applications In vitro $0nu kultiras modelis un biokimiskie pétijumi

Synonyms Wilms10

Raksturojums

Age 2 gadi

Gender Sievietes

Ethnicity Kaukazietis

Morphology Varpstas formas
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Cell type Vilmsa $inas
Growth Adherent
properties
Normativie dati
Citation Wilms10T (Cytion kataloga numurs 300417)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A5SL

Biomolekularie dati

Mutational WT1 mutacijas statuss: homozigotiska del WT1 del11p13. LOH: nav 11p13, bet UPD 11p15. CTNNB1 mutacijas
profile statuss: homozigotiska del TCT, p.DS45, UPD 3p
Darbs ar
Culture MSCGM komplekts (no Lonza)
Medium
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 46 stundas

Subculturing Nonemt veco barotni no pielipuSajam $inam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam
izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75 kolbam - 5-10 ml. P&c tam pilniba parklajiet Stinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml
T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatiira 8-10 mindtes, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifuggjiet
3 mindtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Seeding 4x 10 &iinas/cm?

density

Fluid renewal 11idz 2 reizes nedéla
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Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu
krioinduceéto stresu.

Thawing and

Culturing Cells 1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sttitas uz sausa ledus, lai

parvadasanas laika saglabatu optimalu temperatdru.

2. Péc sanemSanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatlra, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Stinu integritates saglabasanu, vai ar turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultivésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pllismas nosiicéja, pirms atvérSanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Siinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifuggjiet maistjumu ar 300 x g 3 min0tes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stnu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stiinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkultiiru protokolus, lai nodroSinatu nepartrauktu Stnu linijas augSanu un
uzturéSanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

Incubation
EP, L _
Atmosphere 37°C,5 /°c02’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating Neviens

Freezing
Procedure Kriokonservétas Stinu linijas tiek satitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu

dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pd':;lt?ogns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas

mikoplazmas noteikSanas metodes.

Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.

HLA aléeles A*:'01:01:01,'11:01:01
B*:'18:01:01, '27:05:02
C*:'01:02:01, '12:03:01
DRB1*:'01:01:01, '11:04:01
DQA1*:'01:01:01, '05:05:01
DQB1*:'03:01:01, '05:01:01
DPB1*:'04:01:01G, '04:02:01G
E:'01:01:01
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