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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Disease

Synonyms

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Bunkova linia Wilms1 bola pévodne odvodena z primarneho Wilmsovho nadoru ziskaného od pacienta s
diagndzou velkych bilateralnych nadorov obliciek, o je charakteristicky prejav Wilmsovho nadoru
(nefroblastému). Tato bunkova linia obsahuje homozygotni nezmyselnd mutaciu v géne WT1 (c.149 C>A,
p.S50X), ktora vedie k produkcii skrateného, nefunkéného proteinu WT1. WT1 je kriticky gén vo vyvoji obliciek a
jeho mutdcia je Uzko spojena s patogenézou Wilmsovho nadoru, najma v nadoroch vykazujicich stromalnu
diferenciaciu. Bunky Wilms1 vykazuju stabilny karyotyp bez vyznamnych chromozomalnych abnormalit a
vyznacuju sa mezenchymovym fenotypom, exprimuji vimentin, pricom im chybaju epitelidlne markery, ako je
cytokeratin. Tato linia vykazuje obmedzend, ale vyznamnu schopnost mezenchymovej diferenciacie vratane
potencialu diferencovat sa na bunky podobné svalom za $pecifickych podmienok, ¢o z nej robi kli¢ovy model
na $tidium molekuldrnych désledkov mutécii WT1.

Na prekonanie obmedzenej Zivotnosti primarnych buniek Wilms1 bola vytvorena bunkova linia imWilms1
zavedenim trojnasobne mutovaného velkého antigénu SV40 T (U19d189-97tsA58) do pévodnych nadorovych
buniek, ¢o ulah¢ilo ich imortalizaciu. Tato modifikacia umozriuje bunkam imWilms1 mnozit sa neobmedzene
dlho pri zachovani chromozémovej stability, ¢im pontka spolahlivy model na dlhodobé Stidie. Imortalizované
bunky imWilms1 nadalej vykazuju td istd mutaciu WT1 a zachovavajd si mezenchymové vlastnosti materskej
linie Wilms1.

Okrem genetickych a fenotypovych vlastnosti bola bunkova linia imWilms1 podrobne analyzovana z hladiska
aktivity signalnych drah. Proteomické Studie odhalili fosforylaciu a aktivaciu niekolkych receptorovych
tyrozinkinaz (RTK) vratane EGFR, PDGFRB a AXL s naslednou aktivaciou signalnych drah MAPK. Dosledna
aktivacia tychto drah v bunkach imWilms1 zddrazriuje ich vyznam pre skiimanie cielenych terapeutickych
stratégii pri Wilmsovom nadore. Celkovo imWilms1 sliZi ako robustny a dlhodoby model na skimanie
molekularnych mechanizmov, ktoré su zakladom vyvoja a progresie Wilmsovho nadoru, najma tych, ktoré su
spbésobené mutaciami WT1 a aberantnymi signalnymi drahami.

Ludské

Oblicky

Wilmsov nador

IM-WT-1

10 mesiacov

Zeny

Kaukazsky
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Morphology Vreteno v tvare vretena
Cell type Wilmsove bunky
Growth Adherent

properties

s, &

Regulacné udaje

Citation imWilms1 (katalégové &islo Cytion 300412)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_A5SN

GMO Status GMO-S1: Tato linia ludského Wilmsovho nadoru imWilms1 obsahuje trojndsobne mutovanu kazetu SV40
T-antigénu, ktora umozZziiuje podmienend imortalizaciu na vyskum nefroblastomu. Tato klasifikacia plati
len v Nemecku a méze sa lisit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Mutational Stav mutacie WT1: homozygotna c. 149 C>A, p.S50x, LOH: 11p11-11pter, stav mutacie CTNNBL1: heterozygotna
profile TCT>TTT, p.S45F
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 Gplne 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 premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
minUty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v cerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

Fluid renewal 1 a7 2-krat tyZdenne
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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 sposobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazend, pretoZe bunky sa prepravuji 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 zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzitd 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, pricom ju jemne mieSajte 40 - 60
sekind, 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 flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g po¢as 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéného 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 G¢innu interakciu a rast buniek.

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

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

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

platne s kolagénom.
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Err'iizelcrl‘fre 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.

Shipping

Conditions 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.

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 zaloZenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem

zalozZenych na luminiscencii.

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

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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