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Informacje ogélne

Description

Organism

Tissue

Disease

Applications

Linia komdrkowa Wilms10T zostata uzyskana z pierwotnej probki guza Wilmsa uzyskanej od pacjenta z guzem
Wilmsa, nefroblastoma dziecieca. Ta linia komdrkowa charakteryzuje sie homozygotyczna delecja genu WT1, co
prowadzi do catkowitej utraty funkcji WT1, krytycznego genu zaangazowanego w rozwoj nerek i utrzymanie
prawidtowego réznicowania nerek. W przeciwienstwie do wielu innych linii komérkowych guza Wilmsa,
Wilms10T nie wykazuje ekspresji biatka WT1, co odzwierciedla powazne zmiany genetyczne obecne w tym
podtypie guza. Dodatkowo, linia komdrkowa Wilms10T wykazuje utrate heterozygotycznosci (LOH) w regionie
chromosomalnym 11p15, ktéry obejmuje wazne geny, takie jak IGF2, co dodatkowo przyczynia sie do jej
wiasciwosci nowotworowych.

Komorki Wilmsal0T maja stabilny, prawidtowy kariotyp bez wiekszych rearanzacji chromosomalnych poza
specyficzna delecja regionu WT1. Ta linia komdrkowa byta szeroko wykorzystywana do badania wptywu
catkowitej utraty WT1 na biologie nowotworu, w tym jej wptywu na proliferacje komorek, réznicowanie i
odpowiedz na rézne szlaki sygnatowe. Komorki zachowuja cechy mezenchymalne, wyrazajac markery takie jak
wimentyna, przy jednoczesnym braku markeréw nabtonkowych, takich jak cytokeratyna, co wskazuje na ich
zrebowe pochodzenie.

Znaczace badania koncentrowaty sie na szlakach sygnatowych aktywnych w komérkach Wilmsal0T. Badania
proteomiczne wykazaty, ze komorki te wykazuja aktywacje kilku receptorowych kinaz tyrozynowych (RTK),
takich jak IGF1R, PDGFRR i AXL, o ktérych wiadomo, ze napedzaja nowotworzenie. Dodatkowo, szlaki
sygnatowe, w tym szlaki MAPK i PI3K/AKT, sa aktywowane w komorkach Wilms10T, przyczyniajac sie do ich
agresywnego fenotypu nowotworowego. Kompleksowa charakterystyka Wilms10T sprawia, ze jest to cenny
model do badania molekularnych podstaw guza Wilmsa z catkowitg utrata WT1, a takze do badania
potencjalnych celéw terapeutycznych w tym agresywnym podtypie guza.

Cztowiek

Nerka

Guz Wilmsa

Model hodowli komdrkowej in vitro i badania biochemiczne

Synonyms Wilms10
Charakterystyka

Age 2 lata

Gender Kobieta

Ethnicity Kaukaski
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Morphology Wrzecionowaty ksztatt
Cell type Komérki Wilmsa
Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne

Citation Wilms10T (numer katalogowy Cytion 300417)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A5SL

Depositor B. Royer-Pokora

Dane biomolekularne

Mutational Status mutacji WT1: homozygotyczna del WT1 w dell1p13. LOH: brak w 11p13, ale UPD w 11p15. Status mutacji
profile CTNNBL: homozygotyczna del TCT, p.DS45, UPD 3p
Obstuga
Culture Zestaw MSCGM (od Lonza)
Medium
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 46 godzin

Subculturing Usun starg pozywke z przylegajacych komérek i przemyj je PBS, ktdry nie zawiera wapnia i magnezu. W
przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komérki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél komdrkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komorki w Swiezej pozywce i przeniesc je do nowych kolb zawierajacych juz $wieza pozywke.
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Seeding
density

Fluid renewal

Freeze
medium

Thawing and
Culturing Cells

4x10* kom®"eK/cm?

1do 2 razy w tygodniu

Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu
zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.

. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komorki sg

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnié

zachowanie integralnosci komorek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozic fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o

temperaturze 37°C z czysta woda i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac

fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenie$¢ zawiesine komérek do 15 ml probowki

wiréwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

. Wirowac mieszanine z predkos$cia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie

odrzucié supernatant zawierajgcy pozostatosci pozywki do zamrazania.

. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek w 10 ml $wiezego podtoza hodowlanego. W przypadku

komorek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenie$¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakgcji i wzrostu komorek.

. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciggtego wzrostu i utrzymania linii komdrkowej,

zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdw.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating Brak
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Err'iizelcrl‘fre Linie komodrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Shipping

Conditions Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejsciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sa
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.

Profil STR Amelogenin: x,y
CSF1PO: 11,12
D13S317: 12,12
D16S539: 9,10
D5S818: 10,12
D7S820: 11,12
THO1: 8,6
TPOX: 8,11
VWA: 15,18
D351358: 17,17
D21S11: 29,30
D18S51: 14,16
Penta E: 7,10
Penta D: 10,13
D8S1179: 10,15
FGA: 22,24
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Allele HLA 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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