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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Applications

Synonyms

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Morphology

Cell type

Bunkova linia Wilms1 bola odvodena zo vzorky primarneho Wilmsovho nadoru ziskaného od pacienta s velkymi
bilateralnymi nadormi obliciek, ktoré svedcia o Wilmsovom nadore, detskom nefroblastome. Tato bunkova linia
obsahuje homozygotnu nezmyselnd mutaciu v géne WT1 (c.149 C>A, p.S50X), ktord vedie k skrateniu a
nefunkénosti proteinu WT1. Gén WT1, ktory je rozhodujuci pre vyvoj a funkciu obli¢iek, je ¢asto mutovany pri
Wilmsovom nadore, najma pri stromalnom podtype, ktory vykazuje ektopicki mezenchymalnu diferenciaciu.
Bunky Wilms1 preto predstavuji jedineény in vitro model na Studium dosledkov straty funkcie WT1 v bioldgii
nadorov.

Bunkova linia Wilms1 si zachovava stabilny karyotyp bez vyznamnych chromozomalnych abnormalit, ¢o
umozriuje spolahlivi dlhodob kultivaciu. Tieto bunky vykazuji mezenchymovy fenotyp charakterizovany
expresiou vimentinu a absenciou epitelovych markerov, ako je cytokeratin, ¢o zodpoveda ich stromalnemu
p6vodu. Okrem toho tato bunkova linia vykazuje obmedzend, ale pozoruhodnd schopnost mezenchymalnej
diferenciacie vratane schopnosti diferencovat sa za vhodnych podmienok na bunky podobné svalom. To robi z
Wilms1 neocenitelny nastroj na skimanie molekularnych mechanizmov mezenchymalnej diferenciacie a jej
dereguldcie v patogenéze Wilmsovho nadoru.

Wilms1 sa tieZ pouziva na stidium stavu aktivacie klG¢ovych signalnych drah, ktoré sa podielaji na progresii
nadorov. Proteomické analyzy ukazali, Ze bunky Wilms1 vykazuju fosforylaciu a aktivaciu viacerych
receptorovych tyrozinkinaz vratane EGFR a PDGFRB, ako aj nadvazujucich signalnych drah MAPK. Tieto zistenia
zdoraznujd vyznam bunkovej linie Wilms1 pri skimani cielenych terapeutickych pristupov k Wilmsovmu nadoru
prostrednictvom rozboru Glohy tychto drah pri preZivani, proliferacii a diferenciacii nadorovych buniek.

Ludské

Oblicky

Model bunkovej kultdry in vitro. Biochemické Studie

Wilms1-2l

2 roky

Zeny

Kaukazsky

Vreteno v tvare vretena

Wilmsove bunky
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Growth Adherent
properties

¢, &

Regulacné udaje

Citation Wilms1 (katalégové &islo Cytion 300411)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A5SC

Biomolekularne udaje

Receptors Receptorové tyrozinkinazy EGFR, EphA7, PDGFRalfa, FGFR1, PDGFRbeta, AxL
expressed
Tumorigenic Ano, na nahych mysiach. Tvori nddor s malymi bunkami zodpovedajtcimi Wilmsovmu nadoru (xenografty

nemusia Uplne reprezentovat Wilmove nadory, pozri E. Kunce Stroup 2017)

Viruses HIV-1: negativny, HBV: negativny, HCV: negativny
Mutational Stav mutacie WT1: homozygotna c. 149 C>A, p.S50x, LOH: 11p11-11pter, stav muticie CTNNBL1: heterozygotna
profile TCT>TTT, p.S45F
Karyotype 46, normalne
Spracovanie
Culture Suprava MSCGM (od spolocnosti Lonza)
Medium
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 24 hodin
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Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju erstvé médium.

Seeding 1x 10% buniek/cm?

density

Fluid renewal 1 a7 2-krat tyZdenne

Post-Thaw Rychle

Recovery

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouZivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spésobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na
suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. VSetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili Gc¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

o £o " ,
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

Ziadne

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150
az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem
zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.

Alely HLA A*:'03:01:01, '24:02:01
B*:'35:03:01, '38:01:01
C*:'12:03:01
DRB1*:'07:01:01, '14:54:01
DQA1*:'01:04:01, '02:01:01
DQB1*:'02:02:01, '05:03:01
DPB1*:'02:01:02G, '04:02:01G
E:'01:03:01, '01:03:02
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