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Vseobecné informacie

Description
Bunkova linia imWilms10T je imortalizovany variant primarnej nadorovej bunkovej linie Wilms10T, ktora bola
odvodena zo vzorky Wilmsovho nadoru (nefroblastomu) u detského pacienta. Tato bunkova linia sa vyznacuje
homozygotnou deléciou génu WT1, ¢o vedie k Uplnej strate funkcie proteinu WT1. WT1 je klGCovy gén pre vyvoj
obli¢iek a jeho delécia vimWilms10T odraza zavaznu genetickd poruchu, ktora suvisi s patogenézou Wilmsovho
nadoru. Okrem delécie WT1 vykazuji bunky imWilms10T stratu heterozygozity (LOH) v chromozémovej oblasti
11p15, ktora zahfria klucové gény, ako je IGF2, Co prispieva k agresivnemu spravaniu nadoru.
Na prekonanie obmedzenej Zivotnosti buniek Wilms10T bola vytvorena bunkova linia imWilms10T zavedenim
trojnasobne mutovaného velkého antigénu SV40 T (U19d(89-97tsA58) do povodnych nadorovych buniek. Tento
proces imortalizacie umoZiiuje bunkam imWilms10T mnozit sa neobmedzene dlho pri zachovani
chromozémovej stability, ¢im sa poskytuje spolahlivy model na dlhodobé stidie. Bunky imWilms10T si
zachovavaju kritické vlastnosti rodi¢ovskej linie Wilms10T vratane Uplnej straty WT1 a pritomnosti LOH v 11p15,
¢o z nich robi neocenitelny zdroj na stidium molekularnych désledkov delecie WT1 a suvisiacich nadorovych
procesov.
bunky imWilms10T boli podrobne skiimané z hladiska ich zapojenia do klticovych signalnych drah, ktoré
podporuju progresiu nadorov. Proteomické analyzy odhalili, Ze tieto bunky vykazuju fosforylaciu a aktivaciu
niekolkych receptorovych tyrozinkindz (RTK), ako st IGF1R, PDGFRP a AXL. Tieto aktivované receptory
signalizujd prostrednictvom nadvéazujlcich drah vratane drah MAPK a PI3K/AKT, ktoré st rozhodujlice pre
udrzanie maligneho fenotypu buniek. Bunkova linia imWilms10T sluzi ako délezity nastroj na skimanie vplyvu
Uplnej straty WT1 na bunkovu signalizaciu, rast nadoru a potencialne terapeutické ciele pri Wilmsovom nadore,
najma pri agresivnejsich podtypoch nadoru.

Organism Ludské

Tissue Oblicky

Disease Wilmsov nddor

Synonyms ImWilms10 T, IM-WT-10

Charakteristika

Age 2 roky

Gender Zeny

Ethnicity Kaukazsky

Morphology Vreteno v tvare vretena

Cell type Wilmsove bunky
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Regulacné udaje

Citation ImWilms10T (katalégové &islo Cytion 300419)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_DF34

GMO Status GMO-S1: Tento derivat imWilms10T obsahuje rovnaky trojnasobne mutovany T-antigén SV40, ktory
umoziuje podmienend imortalizaciu pre bioldgiu nadorov detskych obliciek. Tato klasifikacia plati len v
Nemecku a mézZe sa lisit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Mutational Stav mutacie WT1: homozygotna del WT1 v rdmci del11p13, LOH: nie v 11p13, ale UPD v 11p15, stav mutacie
profile CTNNB1: homozygotnd del TCT, p.DS45, UPD 3p
Spracovanie
Culture Suprava MSCGM (od spolocnosti Lonza)
Medium
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky

T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Uplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v ¢erstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

Fluid renewal 1 a7 2-kréat tyZdenne
Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolocnosti

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

Culturing Cells 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 okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky 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
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

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

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

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostato¢nym 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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z::‘pd':;lt?ogns Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné 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 vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.

Alely 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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