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Bunkova linia Wilms6 bola vytvorena z primarneho Wilmsovho nadoru u detského pacienta so zarodoc¢nou
mutaciou WT1. Tato bunkova linia je definovana homozygotnou nezmyselnou mutaciou v géne WT1 (c.1168 C>T,
p.R390X), ktorej vysledkom je skrateny a nefunkény protein WT1. WT1 je kritickym regulatorom vyvoja obli¢iek a
jeho strata je silne spojend s Wilmsovym nadorom, najma v pripadoch vykazujicich mezenchymalnu
diferenciaciu. Bunkova linia Wilms6 je d6lezitym modelom na $tadium tumorigénnych Gcinkov Gplnej straty
WT1, najma v kontexte nadorov, ktoré vykazuju epitelové aj mezenchymalne charakteristiky.
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Bunky Wilms6 tiez nest mutaciu v géne CTNNBL, ktora konkrétne postihuje serin 45 (p.S45F), klicové miesto pre
fosforylaciu, ktora reguluje degradaciu B-kateninu. Tato mutacia vedie k stabilizacii a jadrovej akumulacii -
Cateninu, ¢o ma za nasledok konstitutivnu aktivaciu signalnej drahy Wnt. Aberantna aktivacia signalizacie Wnt
je znamym hnacim motorom bunkovej proliferacie a tumorigenézy v nadoroch Wilms, vdaka ¢omu je Wilms6
cennym nastrojom na skimanie Ulohy dysregulacie drahy Wnt v nddoroch s mutaciami WT1.

Fenotypovo bunky Wilms6 vykazuji mezenchymovi morfoldgiu so silnou expresiou vimentinu a absenciou
epitelovych markerov, ako je cytokeratin, ¢o odraza stromalnu povahu pévodného nadoru. Ukazalo sa, Ze tieto
bunky maji obmedzeny, ale pozoruhodny diferenciacny potencial vratane schopnosti diferencovat sa za
Specifickych podmienok na bunky podobné svalom, ¢o odraza mezenchymovu diferenciaciu pozorovanu v
niektorych Wilmsovych naddoroch. Proteomické tidie Wilmsovho nddoru6 identifikovali aktivaciu viacerych
receptorovych tyrozinkinaz (RTK) vratane PDGFRP a AXL, ktoré sa podielaji na podpore prezivania, proliferacie a
migracie buniek. Nasledna aktivacia signalnych drah, ako si MAPK a PI3K/AKT, dalej zd6raznuje agresivnu
povahu tejto bunkovej linie.

Celkovo sltZi bunkova linia Wilms6 ako klicovy model na skdimanie molekularnych mechanizmov, ktoré si
zakladom vyvoja Wilmsovho nadoru, najma v pripadoch Uplnej straty WT1 v kombindcii s aktivaciou signalizacie
Wnt. Vdaka svojim genetickym a fenotypovym vlastnostiam je vynikajicou platformou na $tadium vzajomného
posobenia medzi nedostatkom WT1 a aberantnymi signalnymi drahami, ¢o poskytuje pohlad na potencialne
terapeutické ciele pre tento agresivny typ nadoru.
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Oblitky

Wilmsov nador

Model bunkovej kultdry in vitro. Biochemické stadie
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Morphology Vreteno v tvare vretena
Cell type Wilmsove bunky
Growth Adherent

properties
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Regulacné udaje

Citation
Biosafety level

NCBI_TaxID

Wilms6 (katalogové ¢islo Cytion 300415)

9606

CellosaurusAccession CVCL_A5SI

Biomolekularne

Mutational
profile

Spracovanie

Culture
Medium

Dissociation
Reagent

Subculturing

Freeze
medium

Cytion GmbH | Nikola-Tes

udaje

Stav mutacie WT1: homozygotna c.1168C>T, p.R390x, LOH: 11p11-11pter, stav mutacie CTNNB1: homozygotna
del TCT, p.DS45

Suprava MSCGM (od spoloénosti Lonza)

Accutase

Odstrante 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
1-2 mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minUt, aby sa
oddelili. Po inkubdacii 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.

Ako kryokonzerva¢né médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
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 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.

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 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 injek¢né liekovky do vhodného skladu.
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z::‘pdpi::?fns 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*:'02:05:01, '29:01:01
B*:'07:05:01, '13:02:01
C*:'06:02:01, '15:05:02
DRB1*:'07:01:01, '10:01:01
DQA1*:'01:05:01, '02:01:01
DQB1*:'02:02:01, '05:01:01
DPB1*:'04:02:01,'17:01:01
E:'01:01:01
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