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Popis

Bunkova linia Wilms3 bola vytvorena z primarneho Wilmsovho nadoru u detského pacienta, ktory bol charakterizovany somatickou mutaciou
WT1. Na rozdiel od mnohych inych bunkovych linii Wilmsovho nadoru je Wilms3 nositelom heterozygotnej mutacie v géne WT1 (c.1293-
1294insA, p.V432SfsX87), ktora vedie k produkcii skrateného proteinu WT1. Tato Ciasto€na strata funkcie WT1 je spojena s rozvojom
nadorov, ktoré vykazuju stromalny alebo mezenchymalny fenotyp. Mutacia WT1 v bunke Wilms3 vSak nie je homozygotna, €o zvysuje
zlozitost jej Studia, kedZe si zachovava urcitd funkciu WT1, ktord m6ze ovplyviovat bioldgiu nadoru odliSne v porovnani s bunkovymi liniami
s Uplnou stratou WT1.

Wilms3 nesie aj mutaciu v géne CTNNB1, konkrétne postihujicu treonin 41 (p.T41A), ktory zohrava kritickd Glohu v signalnej drahe Wnt.
Tato mutécia stabilizuje B-katenin, ¢im zabrariuje jeho degradacii a vedie ku konstitutivnej aktivacii drahy Wnt. Pretrvavajlca aktivacia
signalizacie Wnt pohéana proliferaciu buniek a prispieva k nadorovému bujneniu u Wilms3, ¢o z neho robi kld€ovy model na Stadium vplyvu
mutacii CTNNB1 v kontexte Ciastocne funkéného pozadia WT1.

Fenotypovo bunky Wilms3 vykazuji mezenchymovi morfolégiu, exprimujd vimentin a chyba im cytokeratin, ¢o zodpoveda stromalnym
charakteristikdm pozorovanym v pévodnom nadore. Tieto bunky vykazuji obmedzeny diferenciacny potencial so schopnostou prejst’ ur€itou
mezenchymovou diferenciaciou za Specifickych podmienok. Proteomické analyzy Wilms3 odhalili aktivaciu niekolkych receptorovych
tyrozinkinaz (RTK) vratane PDGFRf a AXL, ktoré podporuju prezivanie a proliferaciu buniek. Okrem toho sa aktivuju nadvazujice signalne
drahy, ako s MAPK a PI3K/AKT, €o posiliiuje maligne vlastnosti buniek Wilms3.

Jednym z jedine¢nych aspektov Wilms3 je jeho Ciastocna funkénost WT1, ktora poskytuje osobitny pohlad na to, ako mutacie WT1
prispievaju k biolégii Wilmsovho nadoru, ked mutécia nie je Gplna. Vzajomné pdsobenie signalizacie WT1 a Wnt v Wilms3 ponuka cennt
prilezitost' na Stadium diferencovanych uloh, ktoré tieto drahy zohravaju pri vyvoji nadorov. Celkovo Wilms3 slzi ako délezity model na
skiimanie molekularnych mechanizmov, ktoré su zakladom Wilmsovho nadoru v pritomnosti CiastoCnej straty WT1 a konstitutivnej aktivacie
drahy Wnt.

Tkanivo Oblicky
Choroba Wilmsov nador
Aplikacie

Model bunkovej kultury in vitro. Biochemické Studie

KLASIFIKACIA

Organizmus Clovek
Sex Muz
Rastové vlastnosti Privrzenec
Uroven biologickej bezpe&nosti 1

CHARAKTERISTIKY

Morfolégia Vreteno v tvare vretena

Typ bunky Wilmsove bunky

IDENTIFIKATORY
Citacia
Wilms3 (katalégové €islo Cytion 300414)
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Danové identifikacné Cislo NCBI 9606

Cellosaurus CVCL _A5SF

PREJAV A NACHYLNOST

Mutény profil
Stav mutacie WT1: homozygotna c.1293-1294insA, p.V432fsx87, LOH: 11p11-11pter, stav mutacie CTNNB1: divoky typ

MANIPULACIA A KULTIVACIA

Kultivaéné médium
Suprava MSCGM (od spolocnosti Lonza)

Inkuba¢na atmosféra 37 °C, 5 %CO2, zvih¢ena atmosféra.

Disociac¢né Cinidlo Accutase

RozmnoZovanie kultur

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 min(t, aby sa oddelili. Po inkubacii jemne premieSajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu
suspendované, a potom ich 3 minity odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmieSajte v ¢erstvom médiu a preneste
ich do novych flia$, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

Rozmrazovanie a kultivacia

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.

KONTROLA KVALITY A KRYOKONZERVACIA

Sterilita

Kontaminacia mykoplazmami sa vylu€uje pomocou testov zalozenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa denne vizualne kontroluju.

Mrazové médium Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 %
DMSO na zabezpecenie primeranej zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katal6gové
Cislo 800100 spoloc¢nosti Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a
metabolické stabilizatory na zlepSenie obnovy a znizenie stresu spésobeného kryo.

Podmienky skladovania

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.

Dopravné podmienky

Kryokonzervované bunkoveé 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.
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_A5SF

DARCA

Vek darcu 11-12 mesiacov

Etnicka prislusnost’ Kaukazsky

PRAVNE INFORMACIE A BEZPECNOST

Bezpecnostné opatrenia

Pri planovani uskladnenia kryovirusu v kvapalnom dusiku na buddce rozmrazenie je potrebné dodrziavat prisne bezpe€nostné opatrenia.

Vhodné ochranné rukavice a odev st nevyhnutné a pocas prenosu zmrazenych vzoriek do nadrze s tekutym dusikom alebo z nej sa
vyZaduje pouZzivanie tvarovej masky alebo ochrannych okuliarov. Je to z dévodu zniZenia rizika poranenia v dosledku moznej expldzie
kryovirusu pri vyberani, ktord moéZe mat za nasledok vymrstenie ostrych Glomkov.

Zaruka

V spolo¢nosti Cytion si stojime za kvalitou a zivotaschopnostou naSich produktov.
Garantujeme, Ze naSe bunky budud Zivotaschopné na zaciatku kultivacie po€as 60 dni po odoslani z naSich zariadeni.
Zaru€ujeme, Ze vSetky materialy zodpovedaju Specifikaciam opisanym v certifikate analyzy a/alebo v produktovom liste

UplIné informacie najdete v naSom <a href=""/Kto sme/zaruka/"" hreflang=""x-default"">Vyhlaseni o zaruke
Je potrebna dohoda o prenose Yes
materialu
Cytion GmbH Registered office Heidelberg Banking information
Nikola-Tesla-Str. 3 VAT ID: DE283292917 Sparkasse Heidelberg
69124 Heidelberg Local court Mannheim - HRB 714394 IBAN: DE35 6725 0020 0009 2076 86
Tel: +49 (0)6221 405780 CEO / Geschaftsfiihrer: Jonathan Steubing BIC: SOLADES1HDB
info@cytion.com
cytion.com

3/3



