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Beskrivning

Wilms3-cellinjen etablerades fran en primar Wilms-tumor hos en pediatrisk patient, som kannetecknas av en somatisk WT1-mutation. Till
skillnad frdn manga andra cellinjer for Wilms-tumérer har Wilms3 en heterozygot frameshift-mutation i WT1-genen (c.1293-1294insA,
p.V432SfsX87), vilket leder till produktion av ett trunkerat WT1-protein. Denna partiella forlust av WT1-funktionen &r forknippad med
utvecklingen av tumorer som uppvisar en stromal eller mesenkymal fenotyp. WT1-mutationen i Wilms3 &r dock inte homozygot, vilket gor
studien mer komplex, eftersom den bibehéller viss WT1-funktion som kan paverka tumaérbiologin pa ett annat satt &n cellinjer med fullstandig
WT1-forlust.

Wilms3 bar ocksé pa en mutation i CTNNB1-genen, som specifikt paverkar treonin 41 (p.T41A), som spelar en kritisk roll i Wnt-signalvagen.
Mutationen stabiliserar B-Catenin, vilket forhindrar dess nedbrytning och leder till en konstitutiv aktivering av Wnt-signalvagen. Den ihallande
aktiveringen av Wnt-signalering driver cellproliferation och bidrar till tumérutveckling i Wilms3, vilket gor den till en viktig modell for att studera
effekterna av CTNNB1-mutationer i samband med en delvis funktionell WT1-bakgrund.

Fenotypiskt uppvisar Wilms3-celler en mesenkymaliknande morfologi, med uttryck av vimentin och avsaknad av cytokeratin, vilket
Overensstammer med de stromala egenskaper som observerats i den ursprungliga tuméren. Dessa celler uppvisar begransad
differentieringspotential, med formaga att genomga viss mesenkymal differentiering under specifika forhallanden. Proteomiska analyser av
Wilms3 har visat att flera receptortyrosinkinaser (RTK) aktiveras, bland annat PDGFRf och AXL, vilket bidrar till celléverlevnad och
cellproliferation. Dessutom aktiveras nedstroms signalvagar som MAPK och PI3K/AKT, vilket forstarker de maligna egenskaperna hos
Wilms3-cellerna.

En unik aspekt av Wilms3 ar dess partiella WT1-funktionalitet, vilket ger ett distinkt perspektiv pd hur WT1-mutationer bidrar till Wilms
tumdrbiologi nér mutationen inte ar fullstandig. Samspelet mellan WT1 och Wnt-signalering i Wilms3 erbjuder en vardefull méjlighet att
studera de nyanserade roller som dessa signalvagar spelar i tumérutvecklingen. Sammantaget fungerar Wilms3 som en viktig modell for att
undersoka de molekylara mekanismer som ligger till grund fér Wilms tumor i narvaro av partiell WT1-férlust och konstitutiv Wnt-vagaktivering.

Vavnad Njurar

Sjukdom Wilms tumér

Ansoékningar
In vitro cellodlingsmodell. Biokemiska studier

KLASSIFICERING

Organism Manniska

Kon Man

Tillvaxtegenskaper Foljsam

Biosikerhetsniva 1
EGENSKAPER

Morfologi Spindelformad

Celltyp Wilms-celler

IDENTIFIERARE

Kalla

Wilms3 (Cytion katalognummer 300414)
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NCBI-skattenummer 9606

Cellosaurus CVCL _A5SF

UTTRYCK OCH MOTTAGLIGHET

Mutationsprofil
WT1-mutationsstatus: homozygot ¢.1293-1294insA, p.V432fsx87, LOH: 11p11-11pter, CTNNB1-mutationsstatus: vildtyp

HANTERING OCH ODLING

Odlingsmedium
MSCGM-kit (fran Lonza)

Inkubationsatmosfar 37°C, 5%CO02, befuktad atmosfar.
Dissociationsmedel Accutase
Vidareodling

Ta bort det gamla mediet frAn de adherenta cellerna och tvatta dem med PBS som saknar kalcium och magnesium. Anvand 3-5 ml PBS for
T25-kolvar och 5-10 ml fér T75-kolvar. Tack sedan cellerna helt med Accutase, anvand 1-2 ml for T25-kolvar och 2,5 ml fér T75-kolvar. Lat
cellerna inkubera i rumstemperatur i 8-10 minuter sa att de lossnar. Efter inkubationen, blanda cellerna forsiktigt med 10 ml medium for att
resuspendera dem och centrifugera sedan vid 300xg i 3 minuter. Kassera supernatanten, resuspendera cellerna i farskt medium och éverfor
dem till nya kolvar som redan innehaller farskt medium.

Upptining och odling

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.

KVALITETSKONTROLL OCH KRYOKONSERVERING

Sterilitet

Mykoplasmakontaminering utesluts med hjalp av bade PCR-baserade analyser och luminiscensbaserade metoder for mykoplasmadiagnostik.
For att sakerstalla att det inte finns ndgon kontaminering av bakterier, svamp eller jast utsétts cellkulturerna for dagliga visuella inspektioner.

Frysmedel Som kryokonserveringsmedium anvéander vi komplett tillvaxtmedium (inklusive FBS) + 10%
DMSO for adekvat viabilitet efter upptining, eller CM-1 (Cytion katalognummer 800100), som
innehaller optimerade osmoprotektanter och metaboliska stabilisatorer for att forbattra
aterhamtningen och minska kryoinducerad stress.

Forvaringsférhallanden

For langtidsforvaring, placera flaskorna i flytande kvave i angfas vid ca -150 till -196 °C. Férvaring vid -80 °C ar acceptabelt endast som ett
kort mellanliggande steg innan déverforing till flytande kvave.

Leveransvillkor

Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade férpackningar med tillrackligt med kylmedel for att halla cirka -78 °C under
hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och flaskorna utan dréjsmal éverforas till lamplig forvaring.
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_A5SF

DONATOR

Donatorns alder 11-12 manader

Etnicitet Kaukasisk

JURIDISKA FRAGOR OCH SAKERHET

Sakerhetsforeskrifter

Nar man planerar att forvara en kryovial i flytande kvave for framtida upptining ar det obligatoriskt att folja strikta sakerhetsatgarder. Lampliga
skyddshandskar och skyddsklader ar nodvandiga, och ansiktsmask eller skyddsglaségon méste anvandas vid 6verforing av frysta prover till
eller fran tanken med flytande kvave. Detta for att minska risken for skador p& grund av eventuella explosioner i frysbehéllaren vid
borttagning, vilket kan leda till att vassa fragment projiceras.

Garanti

Pa Cytion star vi bakom vara produkters kvalitet och livskraft.

Vi garanterar att vara celler &r livsdugliga vid odlingens bérjan i 60 dagar efter leverans fran vara anlaggningar.

Vi forsakrar att allt material 6verensstammer med de specifikationer som beskrivs i analyscertifikatet och/eller produktbladet
For fullstandig information, se var <a href=""/Who-we-are/Warranty/™ hreflang=""x-default"">Garantiforklaring

Avtal om materialdverforing kréavs Yes
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