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Vispariga informacija

Description y
Wilms2 sanu linija tika iegiita no primara Wilms audzéja pediatriska pacienta ar WT1 dzimumliniju mutaciju. Sai

Sunu linijai ir raksturiga homozigotiska nonsensa mutacija WT1 géna (c.1084 C>T, p.R362X), kuras rezultata
veidojas saisinats, nefunkcionals WT1 proteins. Funkcionala WT1 géna, kas ir batisks nieru attistibai, zudums ir
raksturiga dazu Vilmsa audzéja apakstipu, jo 1pasi to, kas saistiti ar mezenhimalo vai stromalo diferenciaciju,
pazime. Wilms2 Stinu linija ir nozZimigs modelis, lai pétitu WT1 zuduma izraisitos audzéja veidoSanas procesus, jo
Tpasi saistiba ar Wilms audzéjiem, kas saglaba citas kritiskas genétiskas iezimes.

Wilms2 $ainas ir ar mutacijas CTNNB1 géna, kas kodé B-Catenin, galveno Wnt signalizacijas cela sastavdalu. Sis
mutacijas, kas Tpasi ietekmé 45. serinu, izraisa B-Catenin stabilizaciju un uzkrasanos, ka rezultata konstitivi
aktivizéjas Wnt celS. Ir zinams, ka ST aktivizacija ir Vilmsa audzéja stnu proliferacijas un audzéja rasanas
virzitajspéks, tapéc Wilms2 ir vértigs modelis, lai saprastu, ka aberanta Wnt signalizacija veicina audz&ju ar WT1
mutacijam attistibu un progresésanu.

Péc fenotipa Wilms2 Siinam ir mezenhimiska morfologija, tas ekspresé vimentinu un tam trikst epitélija
markieru, pieméram, citokeratina. Tas atbilst audzé&ja stromas IpasSibam un uzsver WT1 lomu mezenhima-
epitélija pareju regulésana nieru attistibas laika. Wilms2 proteomikas analizés ir konstatéta vairaku receptoru
tirozina kinazu (RTK), tostarp PDGFRP un AXL, aktivacija, kas, ka zinams, veicina audzéja Stinu izdzivosanu un
proliferaciju. Turklat tiek aktivizéti ari tadi pakartotie celi ka MAPK un PI3K/AKT, kas vél vairak veicina Wilms2
Sunu laundabigas ipasibas.

Kopuma Wilms2 sStinu linija kalpo ka batisks riks, lai izpétitu molekularos mehanismus Wilms audzgjiem, ko
izraisa WT1 zudums un aberativa Wnt signalizacija. Tas genétiskas un fenotipiskas ipasibas nodrosina stabilu
platformu potencialo terapeitisko mérku izpétei un izpratnei par galveno signalu celu lomu Vilmsa audzéju ar
mezenhimalo komponentu patologija.

Organism Cilvéks

Tissue Nieres

Disease Vilmsa audzéjs

Applications In vitro $0nu kultiras modelis. Biokimiskie pé&tijumi
Raksturojums

Age 1 gads

Gender Viriesi

Ethnicity Kaukazietis

Morphology Varpstas formas
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Cell type

Growth
properties

Normativie dati

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

Vilmsa Stinas

Adherent

Wilms2 (Cytion kataloga numurs 300413)

9606

CellosaurusAccession CVCL_AS5SE

Biomolekularie dati

Mutational
profile

Darbs ar

Culture
Medium

WT1 mutacijas statuss: homozigotiska c.149 C>A, p.R326x, LOH: 11p11-11pter, CTNNB1 mutacijas statuss:
heterozigotiska del TCT>TAT, p.S45Y

MSCGM komplekts (no Lonza)

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Nonemt veco barotni no pielipusajam $tinam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam
izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75 kolbam - 5-10 ml. PEc tam pilniba parklajiet Stinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml
T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatira 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. lzmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

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 atveselo$anos un samazinatu
krioinduceéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sutitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas 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 Stinu suspensiju 15 ml centrifligas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 mindtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

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

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodrosSinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

or 0 - _
37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas
vai plates.

Kriokonservétas Siinu linijas tiek sititas 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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Shipping
Conditions 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 temperatlra 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,'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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