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Informatii generale

Description Linia celulara WT-CLS1 a fost stabilita dintr-o tumora Wilms primara de cdtre CLS in 1998. Cu toate acestea,
celulele au caracteristici rabdoide, dupa cum au demonstrat E. Kunce Stroup si colab. in 2017. Celulele WT-CLS1
sunt sensibile la miR-16, ca urmare expresia genelor ciclinei D scade. In plus, celulele au prezentat o rezistenta
unica la inhibarea IGF1R, in contrast cu celulele adevarate ale tumorii Wilm.

Organism Oom

Tissue Rinichi

Disease Tumora rabdoid3

Synonyms CLS1
Caracteristici

Age 5 ani

Gender Femei

Ethnicity Caucazian

Morphology De tip epitelial

Cell type B limfoblast

Growth Monostrat, aderent

properties

Date de reglementare

Citation WT-CLS1 (numar de catalog Cytion 300379)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_5904

Date biomoleculare
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Da, Tn soareci nude. Formeaza tumori cu celule mici in concordanta cu tumoarea Wilms (xenogrefele pot sa nu
reprezinte complet tumorile Wilm, a se vedea E. Kunce Stroup 2017)

HIV-1: negativ, VHB: negativ, VHC: negativ

Statutul mutatiei WT1: tip salbatic, statutul mutatiei CTNNB1: tip salbatic, fara LOH.

IMDM, w: 4,5 g/L Glucoza, w: 4 mM L-Glutamina, w: 25 mM HEPES, w: 1,0 mM Piruvat de sodiu, w: 3,024 g/L
NaHCO3 (numar articol Cytion 820800a)

Suplimentati mediul cu 10% FBS

Accutase

Indepértati mediul vechi de pe celulele aderente si spilati-le cu PBS care nu contine calciu si magneziu. Pentru
flacoanele T25, se utilizeaza 3-5 ml de PBS, iar pentru flacoanele T75, 5-10 ml. Apoi, se acopera celulele complet
cu Accutase, folosind 1-2 ml pentru flacoanele T25 si 2,5 ml pentru flacoanele T75. Lasati celulele la incubare la
temperatura camerei timp de 8-10 minute pentru a le detasa. Dupd incubare, amestecati usor celulele cu 10 ml
de mediu pentru a le resuspenda, apoi centrifugati la 300xg timp de 3 minute. Aruncati supernatantul,
resuspendati celulele Tn mediu proaspat si transferati-le in flacoane noi care contin deja mediu proaspat.

1pani la 3x 10° cel''®/cm?

La fiecare 3 sau 4 zile

Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
adecvatd dupa dezghetare sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati
si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de criogenie.
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Thawing and

Culturing Cells . . A . . . <
g 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata
carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesard cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curatd si un agent antimicrobian, agitdndu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 mica aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulard intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspenda usor peletul celularin 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%c0y° atmosfera umidificata.

Flask Coating
Pentru atasare optima si viabilitate dupa decongelare, va recomandam sa utilizati flacoane sau placi acoperite
cu colagen.

Freezing

Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.
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Shipping

Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toata durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.

Storage

Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa ntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

-

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA

>

Sterility
Contaminarea cu micoplasmd este exclusa utilizand atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a

micoplasmei bazate pe luminescenta.

Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.

Alele HLA A*:'02:01:01,'02:17:02
B*:'18:03:01, '51:01:01
C*:'07:01:01, '15:02:01
DRB1*:'11:04:01, '14:54:01
DQA1*:'01:04:01, '05:05:01
DQB1*:'03:01:01, '05:03:01
DPB1*:'02:01:02G, '04:02:01G
E:'01:01:01,'01:03
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