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Vseobecné informacie

Description
SK-NEP-1 je [udska bunkova linia pévodne odvodena z nefroblastému, zndmeho aj ako Wilmsov nador, ktory je

beznym detskym malignym ochorenim obliciek. Tato bunkova linia sa vo velkej miere pouziva v predklinickom
vyskume na Studium bioldgie nefroblastému a na hodnotenie novych terapeutickych pristupov na lie¢bu
Wilmsovho nadoru. Neskorsie molekuldrne charakteristiky vSak odhalili, Ze SK-NEP-1 exprimuje fizny gén EWS-
FLI1, ktory je charakteristicky pre Ewingov sarkdm, ¢o naznacuje, Ze tato bunkova linia je skor zastupcom
Ewingovej rodiny nadorov nez Wilmsovho nadoru. Tento objav ma ddlezity vyznam pre interpretaciu
doterajsieho vyskumu, v ktorom sa vyuzival SK-NEP-1, kedZe jeho biologické vlastnosti sa viac priblizuj
Ewingovmu sarkdmu nez anaplastickému Wilmsovmu nadoru.

Vyskum SK-NEP-1 ukazal, Ze reaguje na chemoterapeutika, ako je vinkristin, ktory inhibuje polymerizaciu
mikrotubulov, ¢o vedie k zastaveniu G2/M fazy a apoptdze. Okrem toho kombinované terapie vyuZivajlce
prirodné zlGéeniny, ako je andrografolyd, preukazali synergické Gcinky pri zvySovani cytotoxicity vinkristinu na
bunky SK-NEP-1, predovsetkym prostrednictvom signalnej drahy PI3K-AKT-p53. Ukazalo sa, Ze tato kombinacia
indukuje apoptozu v bunkach SK-NEP-1 in vitro aj in vivo, ¢o z nej robi slubny pristup na lie¢bu nadorov, ktoré
maju rovnaké molekuldrne charakteristiky ako SK-NEP-1.

SK-NEP-1 je teda rozhodujlicim modelom na stidium molekularnych zakladov nadorov detskych obliciek a
Ewingovho sarkému a na hodnotenie G¢innosti kombinacii liekov zameranych na zlepSenie terapeutickych
vysledkov u tychto typov rakoviny. Jeho pouZitie vo vyskume prispelo k pochopeniu apoptdzy vyvolanej liekmi a
potencialu zamerania sa na Specifické signalne drahy, ako je PI3K-AKT-p53, pri lie¢be rakoviny.

Organism Ludské
Tissue Oblicky
Disease Wilmsov nador

Metastatic site Pleuralny vypotok

Synonyms SKNEP-1, SKNEP1, SKNEP
Charakteristika
Age 25 rokov
Gender Zeny
Ethnicity Kaukazsky
Morphology Epitelu podobné
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Growth
properties

¢, &

Pozastavenie

Regulacné udaje

Citation

SK-NEP-1 (kataldgové Cislo Cytion 300341)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_0631

Biomolekularne udaje

Isoenzymes
Tumorigenic

Mutational
profile

Karyotype

Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

Subculturing

Fluid renewal

PGM3, 1, PGM1, 1-2, ES-D, 1, Me-2, 2, AK-1, 1, GLO-1, 2, G6PD, B, produkt frekvencie fenotypu: 0.0029
Ano, na nahych mysiach.

Mutécia P53

(P12) hypotriploidné az hypertriploidné (+Al, +A2, +C, +D, +E, +F, +G) s abnormalitami vratane akrocentrickych
fragmentov, sekundarnych zizZeni a velkych subtelocentrickych markerov

McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukdza, w: stabilny glutamin, w: 2,0 mM pyruvat sodny, w: 2,2 g/l NaHCO3 (Cislo ¢lanku
Cytion 820200a)

Dopliite médium o 10 % FBS

Kultdry udrZiavajte pravidelnym priddvanim alebo vymenou média. Kultdry zaénite s hustotou 5 x 10> buniek/m!
a pre optimalny rast udrzujte koncentraciu buniek v rozmedzi 3 x 10° a7 1 x 10° buniek/ml.

2 az 3-krat tyzdenne

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.
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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*:'25:01:01, '31:01:02
B*:'51:01:01, '55:01:01
C*:'03:03:01, '15:02:01
DRB1*:'14:54:01, '15:01:01G
DQA1*:'01:02:01, '01:04:01
DQB1*:'05:03:01, '06:02:01
DPB1*:'03:01:01, '04:01:01
E:'01:01:01, '01:03:01
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