7 Cytion

Wilms2

300413

YLEISTA TIETOA

Kuvaus

Wilms2-solulinja on peraisin primaarisesta Wilmsin kasvaimesta, joka on peréisin lapsipotilaalta, jolla on WT1-mutaatio. Télle solulinjalle on
ominaista homotsygoottinen nonsense-mutaatio WT1-geenissa (c.1084 C>T, p.R362X), joka johtaa typistetyn, ei-toiminnallisen WT1-
proteiinin tuotantoon. Munuaisten kehitykselle valttamattdman WT1-geenin menetys on tunnusomaista tietyille Wilmsin kasvaimen
alatyypeille, erityisesti niille, jotka liittyvat mesenkymaaliseen tai stroomaaliseen erilaistumiseen. Wilms2-solulinja on merkittdva malli WT1:n
menetyksen aiheuttamien kasvainten syntyprosessien tutkimiseen, erityisesti sellaisten Wilms-kasvainten yhteydessa, joissa on jaljella muita
kriittisia geneettisia ominaisuuksia.

Wilms2-soluissa on mutaatioita myds CTNNB1-geenissd, joka koodaa [-kateniinia, joka on Wnt-signalointireitin keskeinen komponentti.
Nama mutaatiot, jotka vaikuttavat erityisesti seriini 45:een, johtavat -kateniinin stabiloitumiseen ja kertymiseen, mik& johtaa Wnt-reitin
konstitutiiviseen aktivoitumiseen. Tama aktivaatio on tunnetusti Wilmsin kasvaimen solujen lisdantymisen ja kasvainten synnyn ajuri, mink&a
vuoksi Wilms2 on arvokas malli sen ymmartamiseksi, miten poikkeava Wnt-signalointi vaikuttaa kasvainten kehittymiseen ja etenemiseen,
joissa on WT1-mutaatioita.

Fenotyypiltdan Wilms2:n solut ovat mesenkymaalisen morfologian kaltaisia, ne ilmentavét vimentiinia ja niista puuttuvat epiteelin
merkkiaineet, kuten sytokeratiini. Tama vastaa kasvaimen stroomaattisia ominaisuuksia ja korostaa WT1:n roolia mesenkymaalisen ja
epiteelin vélisten siirtymien saatelyssd munuaisten kehityksen aikana. Wilms2:n proteomianalyyseissa on havaittu useiden
reseptorityrosiinikinaasien (RTK), kuten PDGFR:n ja AXL:n, aktivoituminen, joiden tiedetaén tukevan kasvainsolujen selviytymista ja
lisdéntymista. Lisaksi myds MAPK:n ja PI3K/AKT:n kaltaiset jatkoketjureitit aktivoituvat, mika edistaa entisestaan Wilms2-solujen
pahanlaatuisia ominaisuuksia.

Kaiken kaikkiaan Wilms2-solulinja toimii olennaisena vélineend WT1:n menetyksen ja poikkeavan Wnt-signalisaation aiheuttaman Wilmsin
kasvaimen molekyylimekanismien tutkimisessa. Sen geneettiset ja fenotyyppiset ominaisuudet tarjoavat vankan alustan mahdollisten
terapeuttisten kohteiden tutkimiseen ja keskeisten signaalireittien roolin ymmartéamiseen sellaisten Wilmsin kasvainten patologiassa, joilla on
mesenkymaalinen komponentti.
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NCBI-verotunnus 9606

Cellosaurus CVCL _A5SE

ILMENTYMINEN JA ALTTIUS

Mutaatioprofiili

WT1-mutaation status: homotsygoottinen ¢.149 C>A, p.R326x, LOH: 11p11-11pter, CTNNB1-mutaation status: heterotsygoottinen del
TCT>TAT, p.S45Y

KASITTELY JA VILJELY

Viljelyalusta
MSCGM-pakkaus (Lonza)

Inkubaatioilma 37 °C, 5 %CO02, kostutettu ilmakeha.
Dissosiaatioreagenssi Accutase
Soluviljely

Poista vanha véliaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll&, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta T25-pulloissa 3-5 ml PBS:a4 ja
T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan Accutase-valmisteella, kayttaen 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen
inkuboitua huoneenlammdssa 8-10 minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jalkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n valiaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havita supernatantti, suspendoi solut uudelleen tuoreeseen
véliaineeseen ja siirrd ne uusiin pulloihin, jotka siséltavat jo tuoretta valiaineita.

Sulatus ja viljely

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

LAADUNVALVONTA JA KRYOSAILYTYS

Hedelmattomyys
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois sekd PCR-pohjaisilla maarityksilla ettd luminesenssiin perustuvilla mykoplasman

osoitusmenetelmilla.
Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttdmiseksi soluviljelmét tarkastetaan paivittéin silmamaaraisesti.

Jaadytysaine Kryosailytysmediana kaytamme taydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 %
DMSO:ta riittavan sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:ta
(Cytionin luettelonumero 800100), joka sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja
metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymisté ja vahentavat kryosailytyksen
aiheuttamaa stressia.

Sailytysolosuhteet
Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan hdyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa
on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.
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Toimitusehdot

Kryoséilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajaassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti kylméainetta, jotta lampétila pysyy

noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittdmasti sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava

viipymatta asianmukaiseen varastoon.

LAHJOITTAJA

Luovuttajan ika 1 vuosi

Etnisyys Kaukasialainen

OIKEUDELLISET JA TURVALLISUUSASIAT

Turvallisuusohjeet

Kun suunnitellaan kryoputken sailyttdmista nestemaisessa typessa sulatusta varten, on noudatettava tiukkoja turvatoimenpiteita.
Asianmukaiset suojakasineet ja -vaatteet ovat valttamattomia, ja kasvonaamarin tai suojalasien kaytté on valttdmaténta siirrettdessa
jaadytettyja naytteité nestetyppisailioon tai siita pois. Talla pyritdan pienentamééan loukkaantumisriski, joka aiheutuu kryoputkien
mahdollisista rajahdyksisté, jotka voivat aiheuttaa terévien sirpaleiden sinkoutumisen.

Takuu

Me Cytionilla seisomme tuotteidemme laadun ja elinkelpoisuuden takana.
Takaamme, ettéd solumme ovat elinkelpoisia viljelyn alkaessa 60 paivan ajan sen jalkeen, kun ne on lahetetty laitoksestamme.
Vakuutamme, etta kaikki materiaalit ovat analyysitodistuksessa ja/tai tuoteselosteessa kuvattujen eritelmien mukaisia

Lisatietoja on <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang="""x-default"">Takuulausumassa
Aineiden siirtoa koskeva sopimus Yes
vaaditaan
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