Product sheet d CYtion

Celule Wilms3 | 300414

Informatii generale

Description
Linia celulara Wilms3 a fost stabilita dintr-o tumora Wilms primara la un pacient pediatric, caracterizata printr-o

mutatie somatica WT1. Spre deosebire de multe alte linii celulare de tumori Wilms, Wilms3 prezinta o mutatie
heterozigota de tip frameshift in gena WT1 (c.1293-1294insA, p.V432SfsX87), care duce la producerea unei
proteine WT1 trunchiate. Aceasta pierdere partiala a functiei WT1 este asociata cu dezvoltarea de tumori care
prezinta un fenotip stromal sau mezenchimal. Cu toate acestea, mutatia WT1 in Wilms3 nu este homozigota,
ceea ce sporeste complexitatea studiului sau, deoarece pastreaza o anumita functie WT1 care poate influenta
biologia tumorala in mod diferit in comparatie cu liniile celulare cu pierdere completa a WT1.

Wilms3 poarta, de asemenea, o mutatie in gena CTNNB1, care afecteaza in mod specific treonina 41 (p.T41A),
care joaca un rol critic in calea de semnalizare Wnt. Aceasta mutatie stabilizeaza 3-Catenina, impiedicand
degradarea sa si conducand la activarea constitutiva a cdii Wnt. Activarea persistenta a semnalizarii Wnt
determina proliferarea celulara si contribuie la tumorogeneza in Wilms3, facand din aceasta un model cheie
pentru studierea impactului mutatiilor CTNNBL1 Tn contextul unui fundal WT1 partial functional.

Din punct de vedere fenotipic, celulele Wilms3 prezinta o morfologie de tip mezenchimal, exprimand vimentina
si lipsindu-le citokeratina, in concordanta cu caracteristicile stromale observate in tumoarea originala. Aceste
celule prezinta un potential de diferentiere limitat, cu capacitatea de a suferi o anumita diferentiere
mezenchimala in conditii specifice. Analizele proteomice ale Wilms3 au evidentiat activarea mai multor
receptoare tirosin kinaze (RTK), inclusiv PDGFR si AXL, care sustin supravietuirea si proliferarea celulara. n
plus, caile de semnalizare din aval, cum ar fi MAPK si PI3K/AKT, sunt activate, consolidand proprietatile maligne
ale celulelor Wilms3.

Un aspect unic al Wilms3 este functionalitatea sa partiala WT1, care ofera o perspectiva distincta asupra
modului in care mutatiile WT1 contribuie la biologia tumorii Wilms atunci cdnd mutatia nu este completa.
Interactiunea dintre WT1 si semnalizarea Wnt Tn Wilms3 ofera o oportunitate valoroasa de a studia rolurile
nuantate pe care aceste cdi le joacd in dezvoltarea tumorilor. Tn general, Wilms3 serveste ca un model important
pentru investigarea mecanismelor moleculare care stau la baza tumorii Wilms in prezenta pierderii partiale a
WT1 si a activarii constitutive a caii Wnt.

Organism Oom

Tissue Rinichi

Disease Tumora Wilms

Applications Model de culturd celulari in vitro. Studii biochimice
Caracteristici

Age 11-12 luni

Gender Masculin
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Ethnicity

Morphology

Cell type

Growth
properties

Caucazian

Tn forma de fus

Celule Wilms

Aderent

Date de reglementare

Citation

Wilms3 (numar de catalog Cytion 300414)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_AS5SF

Date biomoleculare

Mutational
profile

Manipulare

Culture
Medium

Dissociation
Reagent

Subculturing

Freeze
medium
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Statutul mutatiei WT1: homozigot c.1293-1294insA, p.V432fsx87, LOH: 11p11-11pter, Statutul mutatiei CTNNB1:
wild type

Kit MSCGM (de la Lonza)

Accutase

Indepértati mediul vechi de pe celulele aderente si spalati-le cu PBS care nu contine calciu si magneziu. Pentru
flacoanele T25, se utilizeaza 3-5 ml de PBS, iar pentru flacoanele T75, 5-10 ml. Apoi, se acopera celulele complet
cu Accutase, folosind 1-2 ml pentru flacoanele T25 si 2,5 ml pentru flacoanele T75. Lasati celulele la incubare la
temperatura camerei timp de 8-10 minute pentru a le detasa. Dupa incubare, amestecati usor celulele cu 10 ml
de mediu pentru a le resuspenda, apoi centrifugati la 300xg timp de 3 minute. Aruncati supernatantul,
resuspendati celulele Tn mediu proaspat si transferati-le in flacoane noi care contin deja mediu proaspat.

Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
adecvatd dupa dezghetare sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati
si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de criogenie.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata

carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curata si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 micd aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspenda usor peletul celularin 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
impartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%(:02’ atmosfera umidificata.

Flask Coating
Pentru atasare optima si viabilitate dupa decongelare, va recomandam sa utilizati flacoane sau placi acoperite

cu colagen.

Freezing
Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica Tn ambalaje izolate, validate, cu suficient

agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.
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Shipping
Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient

agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toata durata transportului. La primire, se inspecteaza

imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.

Storage
Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsd ntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

-

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA

>

Sterility
Contaminarea cu micoplasmd este exclusa utilizand atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.

Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.

Alele HLA 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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