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Informacje ogélne

Description

Organism

Tissue

Disease

Applications

Linia komdrkowa Wilms8 zostata uzyskana z pierwotnego guza Wilmsa u pacjenta pediatrycznego z mutacja
germinalng WTL. Ta linia komdrkowa charakteryzuje sie homozygotyczng mutacja nonsensowna w genie WT1
(c.1168 C>T, p.R390X), prowadzaca do catkowitej utraty funkcji WT1. WT1 ma kluczowe znaczenie dla
prawidtowego rozwoju nerek, a jego inaktywacja jest powszechnga cecha niektdrych agresywnych podtypow
guza Wilmsa, szczegélnie tych, ktore wykazuja réznicowanie mezenchymalne. Wilms8 stanowi zatem cenny
model do badania wptywu utraty WT1 na nowotworzenie, szczegdlnie w kontekscie guzow Wilmsa, ktére
powstaja z wyraznym komponentem zrebu.

Oprdécz mutacji WT1, komdrki Wilms8 zawierajg mutacje w genie CTNNBL (p.S45A), ktory koduje B-katenine,
kluczowy regulator szlaku sygnatowego Wnt. Mutacja przy serynie 45 zaburza normalny proces fosforylacji, ktory
prowadzi do degradacji -kateniny, powodujac jej stabilizacje i akumulacje w jadrze. Skutkuje to konstytutywna
aktywacja sygnalizacji Wnt, ktora napedza proliferacje komérek i przyczynia sie do onkogennych wtasciwosci
linii komorkowej Wilms8. Wzajemne oddziatywanie miedzy utrata WT1 a nieprawidtowa sygnalizacjg Wnt w
Wilms8 sprawia, ze jest to kluczowy model do zrozumienia mechanizméw molekularnych lezacych u podstaw
tych szlakéw w biologii guza Wilmsa.

Komorki Wilms8 wykazuja fenotyp mezenchymalny, charakteryzujacy sie ekspresja wimentyny i brakiem
markeréw nabtonkowych, takich jak cytokeratyna. Jest to zgodne z réznicowaniem zrebu obserwowanym w
pierwotnym guzie. Komérki wykazuja ograniczong zdolno$¢ do dalszego réznicowania mezenchymalnego,
takiego jak tworzenie komdrek miesniopodobnych w okreslonych warunkach. Analizy proteomiczne Wilmsa8
ujawnity aktywacje wielu receptorowych kinaz tyrozynowych (RTK), w tym PDGFRB i AXL, ktdre sg
zaangazowane w kluczowe procesy, takie jak przezycie komdrek, migracja i proliferacja. Aktywacja dalszych
szlakow sygnatowych, w szczegdlnosci szlakow MAPK i PI3K/AKT, dodatkowo przyczynia sie do agresywnych
cech komorek Wilms8.

Ogodlnie rzecz biorac, linia komdérkowa Wilms8 stuzy jako podstawowe narzedzie do badania molekularnych
podstaw guza Wilmsa spowodowanego utrata WT1 i nieprawidtowa sygnalizacjg Wnt. Jej cechy genetyczne i
fenotypowe sprawiaja, ze jest to solidna platforma do badania interakcji miedzy tymi krytycznymi szlakami i do
identyfikacji potencjalnych celéw terapeutycznych w guzach Wilmsa z komponentem zrebu.

Cztowiek

Nerka

Guz Wilmsa

Model hodowli komdrkowej in vitro. Badania biochemiczne

Charakterystyka

Age

Gender

8 miesiecy

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

Dane regulacyjne

Citation Wilms8 (numer katalogowy Cytion 300416)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A5SJ

Depositor B. Royer-Pokora

Dane biomolekularne

Mutational Status mutacji WT1: homozygotyczny c.1168C>T, p.390x, LOH: , Status mutacji CTNNBL1: heterozygotyczny
profile TCT>GCT, p.S45A
Obstuga
Culture Zestaw MSCGM (od Lonza)
Medium
Dissociation Accutase
Reagent
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
komaorki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozw6l 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 Swieza pozywke.
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Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktdra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.

Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymac optymalng temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic¢
zachowanie integralnosci komérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta woda i sSrodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesine komdrek do 15 ml probowki
wiréwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komoérek i ostroznie
odrzucic¢ supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komorek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowej,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% > hawilzona atmosfera.

Flask Coating Brak
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i:iiz:fre 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 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 przeniesc 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
D13S317:8,9
D16S539: 13,13
D5S818: 12,13
D7S820: 8,10
THO1: 8,8
TPOX: 8,9
VWA: 18,18
D3S1358: 16,18
D21S11:29,33.2
D18S51: 12,12
PentaE: 12,17
Penta D: 10,12
D8S1179: 8,13
FGA: 20,21
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Allele HLA A*:'02:01:01, '03:01:01
B*:'15:01:01, '37:01:01
C*:'04:01:01, '06:02:01
DRB1*:'08:01:01G, '11:01:01
DQA1*:'04:01:01, '05:05:01
DQB1*:'03:01:01, '04:02:01
DPB1*:'03:01:01, '06:01:01
E:'01:03:02
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