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Altalanos informaciok

Description
A Wilms3 sejtvonalat egy gyermekbeteg primer Wilms-tumorabdl hoztak létre, amelyet szomatikus WT1 mutacio

jellemez. Sok mas Wilms-tumor sejtvonaltél eltéréen a Wilms3 heterozigdta frameshift mutaciot tartalmaz a
WT1 génben (c.1293-1294insA, p.V432SfsX87), ami egy csonka WT1 fehérje termel6déséhez vezet. AWT1
funkcidjanak ez a részleges elvesztése olyan tumorok kialakulasaval jar, amelyek stromalis vagy mesenchymalis
fenotipust mutatnak. A Wilms3-ban a WT1 mutacié azonban nem homozigéta, ami bonyolultabba teszi a
vizsgalatat, mivel megtartja a WT1 bizonyos funkcidjat, amely a teljes WT1-vesztéssel rendelkez6 sejtvonalakhoz
képest masképp befolyasolhatja a tumorbioldgiat.

A Wilms3 a CTNNBL génben is hordoz egy mutéciot, amely kifejezetten a 41-es treonin (p.T41A), a Wnt jelatviteli
Utvonalban jatszott kritikus szerepet érinti. Ez a mutacid stabilizalja a B-katenint, megakadalyozva annak
degradacidjat, és a Wnt-ttvonal konstitutiv aktivalddasahoz vezet. A Wnt jelatvitel tartds aktivacioja hajtja a
sejtek proliferacidjat és hozzajarul a tumorigenezishez a Wilms3-ban, ami kulcsfontossagi modellé teszi a
CTNNB1 mutacidk hatdsanak tanulmanyozasara egy részben funkcionalis WT1 hattérrel 6sszefliggésben.

Fenotipusosan a Wilms3 sejtek mesenchymalis morfoldgiat mutatnak, vimentint expresszalnak, és hianyzik
beldliik a citokeratin, ami 6sszhangban van az eredeti tumorban megfigyelt stromalis jellemzékkel. Ezek a sejtek
korlatozott differencialédasi potencialt mutatnak, és bizonyos koriilmények kozott képesek némi
mesenchymalis differencidlédasra. A Wilms3 proteomikai elemzései szamos receptor-tirozin-kinaz (RTK), kdztiik
a PDGFR és az AXL aktivalédasat mutattak ki, amelyek tamogatjak a sejtek talélését és proliferacidjat. Emellett
olyan downstream jelatviteli Gtvonalak, mint a MAPK és a PI3K/AKT aktivalédnak, ami erdsiti a Wilms3 sejtek
rosszindulatd tulajdonsagait.

A Wilms3 egyik egyediilall6 aspektusa a WT1 részleges funkcionalitasa, ami kiilon perspektivat nydjt arra
vonatkozoan, hogy a WT1 mutaciok hogyan jarulnak hozza a Wilms-tumor biolégiajahoz, amikor a mutacié nem
teljes. A Wilms3-ban a WT1 és a Wnt jelatvitel kozotti kolcsonhatas értékes lehetéséget kinal az ezen
Gtvonalaknak a daganatok fejl6désében jatszott arnyalt szerepének tanulmanyozasara. Osszességében a
Wilms3 fontos modellként szolgal a Wilms-tumor hatterében allé molekularis mechanizmusok vizsgalatahoz a
részleges WT1-vesztés és a konstitutiv Wnt-ttvonal aktivalodasa esetén.

Organism Emberi

Tissue Vese

Disease Wilms-tumor

Applications In vitro sejtkultira modell. Biokémiai vizsgélatok
Jellemzok

Age 11-12 hénap

Gender Férfi
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Ethnicity Kaukazusi
Morphology Ors6 alakd
Cell type Wilms sejtek
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation Wilms3 (Cytion katalégusszam: 300414)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_AS5SF

Biomolekularis adatok

Mutational WT1 mutacids statusz: homozigota ¢.1293-1294insA, p.V432fsx87, LOH: 11p11-11pter, CTNNB1 mutacids statusz:
profile vad tipus
¢,
A kezelese
Culture MSCGM kit (a Lonzatdl)
Medium
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekr6l, és mossa ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-

0s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznalva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan 6vatosan keverjiik 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
felulUszét, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at ket Gj lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.
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Freeze Krioprezervald taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznélunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.

Thawing and

R 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids Uiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, dramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertétlenitstk a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletli taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenzidt két T25-6s tenyésztblombik kdzott; szuszpenzids kultirdk esetében az dsszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatds és ndvekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%(:02’ parasitott légkor.

Flask Coating Nincs

Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt ccomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,

hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.
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Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfelels tarolohelyre.

Storage

Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, koriilbelil -150 és -196 °C

koz6tti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhatd el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezédést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapi mikoplazma-
kimutatasi mddszerekkel kizarjak.

A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezGdés elkerlilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellenérzésnek vetik ala.

HLA allélok A*:'03:01:01
B*:'35:01:01, '35:03:01
C*:'04:01:01
DRB1*:'04:03:01, '11:04:01
DQA1*:'03:01:01, '05:05:01
DQB1*:'03:01:01, '03:02:01
DPB1*:'01:01:01, '04:01:01
E:'01:03:02,'01:06:01
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