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OBECNE INFORMACE

Popis

Bunécna linie Wilms8 byla odvozena z primarniho Wilmsova nadoru u détského pacienta se zarode¢nou mutaci WT1. Tato bunééna linie je
charakterizovana homozygotni nonsense mutaci v genu WT1 (c.1168 C>T, p.R390X), ktera vede k Uplné ztraté funkce WT1. WT1 je klicovy
pro normalni vyvoj ledvin a jeho inaktivace je béznym rysem u nékterych agresivnich podtyp Wilmsova nadoru, zejména téch, které vykazuiji
mezenchymalni diferenciaci. Wilms8 proto pfedstavuje cenny model pro studium vlivu ztraty WT1 na tumorigenezi, zejména v kontextu
Wilmsovych nadord, které vznikaji s vyraznou stromalini slozkou.

Kromé mutace WT1 nesou buriky Wilms8 mutaci v genu CTNNBL1 (p.S45A), ktery kéduje B-katenin, kliCovy regulator signalni drahy Wnt.
Mutace na serinu 45 naru3uje normalni proces fosforylace, ktery vede k degradaci B-Cateninu, a zptsobuije jeho stabilizaci a akumulaci v
jadre. To méa za nasledek konstitutivni aktivaci signalizace Wnt, kterda pohani bunécnou proliferaci a pfispiva k onkogennim vlastnostem
bunécéné linie Wilms8. Vzajemné plisobeni mezi ztratou WT1 a aberantni signalizaci Wnt u Wilms8 z ni ¢ini kli¢ovy model pro pochopeni
molekularnich mechanismd, které jsou zakladem t&chto drah v biologii nadord Wilms.

Buiky Wilms8 vykazuji mezenchymalni fenotyp charakterizovany expresi vimentinu a absenci epitelialnich markerd, jako je cytokeratin. To
odpovida stromalni diferenciaci pozorované v ptivodnim nadoru. Buriky vykazuji omezenou schopnost podstoupit dal$i mezenchymalni
diferenciaci, napfiklad za specifickych podminek vytvaret buiiky podobné svallim. Proteomické analyzy Wilmsova8 nadoru odhalily aktivaci
mnoha receptorovych tyrozinkindz (RTK), v€etné PDGFR[ a AXL, které se podileji na klicovych procesech, jako je pfezivani, migrace a
proliferace bunék. K agresivnim vlastnostem bunék Wilms8 dale pfispiva aktivace navazujicich signélnich drah, zejména drah MAPK a
PIBK/AKT.

Celkove Ize fici, Ze buné&na linie Wilms8 slouzi jako zakladni nastroj pro zkoumani molekularniho zakladu Wilmsova nadoru zptisobeného
ztratou WT1 a aberantni signalizaci Wnt. Jeji genetické a fenotypové vlastnosti z ni €ini robustni platformu pro studium interakce mezi témito
kritickymi drahami a pro identifikaci potencialnich terapeutickych cill u Wilmsovych nador( se stromalini slozkou.

Tkan Ledviny
Nemoc WilmsUv nador
Aplikace

Model bunécné kultury in vitro. Biochemické studie

KLASIFIKACE
Organismus Clovék
Sex Muz
RUstové vlastnosti Privrzenec
Uroven biologické bezpeé&nosti 1

CHARAKTERISTIKA

Morfologie Vietenovity tvar

Typ buriky Wilmsovy buriky

IDENTIFIKATORY

Citace
Wilms8 (katalogové €islo Cytion 300416)
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Danové identifika¢ni ¢islo NCBI 9606

Cellosaurus CVCL _A5SJ

EXPRESE A NACHYLNOST

Mutacni profil
Stav mutace WT1: homozygotni ¢.1168C>T, p.390x, LOH: , stav mutace CTNNB1: heterozygotni TCT>GCT, p.S45A

MANIPULACE A CHOV

Péstovaci médium
Souprava MSCGM (od spole€nosti Lonza)

Inkubac¢ni atmosféra 37 °C, 5 %CO2, zvih¢ena atmosféra.

Disociacni Cinidlo Accutase

Subkultivace

Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hof¢iku. Pro banky T25 pouzijte 3-5 ml PBS a pro banky
T75 5-10 ml. Poté bunky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi€emz pouzijte 1-2 ml pro bafky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte bunky
inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se oddélily. Po inkubaci jemné promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu
suspendovany, a poté je odstfedte pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, bufiky znovu rozpustte v erstvém médiu a pfeneste je
do novych banék, které jiz obsahuji Cerstvé médium.

Rozmrazovani a kultivace

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 KRYOKONZERVACE

Sterilita

Kontaminace mykoplazmaty je vylouéena jak pomoci testll zaloZzenych na PCR, tak pomoci luminiscenénich metod detekce mykoplazmy.
Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunécné kultury denné podrobovany vizualnim
kontrolam.

Mrazici médium Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné& FBS) + 10 %
DMSO pro zajisténi dostate¢né zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové
Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které obsahuje optimalizované osmoprotektanty a
metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a snizeni stresu zplsobeného kryo.

Podminky skladovani

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196 °C. Skladovani pfi -80 °C je
pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Dopravni podminky

Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovéfenych, izolovanych obalech s dostate€nym mnoZstvim chladiva, aby se
po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného
skladu.
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_A5SJ

DARCE

Vék darce 8 mésicl

Etnicka pfislusnost Kavkazsky

PRAVNI INFORMACE A BEZPECNOSTNi POKYNY

Bezpecnostni opatfeni

PFi planovani ulozeni kryovialu v kapalném dusiku pro budouci rozmrazeni je nutné dodrzovat pfisna bezpec€nostni opatfeni. Nezbytné jsou
vhodné ochranné rukavice a odév a pfi prenaseni zmrazenych vzork( do nadrze s kapalnym dusikem nebo z ni je nutné pouzivat obli¢ejovou
masku nebo ochranné bryle. To proto, aby se snizilo riziko zranéni v dlsledku moZnych vybuchd kryovialli pfi jejich vyjimani, které mohou mit
za nasledek vystielovani ostrych Glomkd.

Zaruka

Ve spolecénosti Cytion si stojime za kvalitou a Zivotaschopnosti nasich produktd.

Zaru€ujeme, Ze naSe buiiky budou zivotaschopné na zacatku kultivace po dobu 60 dnli po odeslani z nasich zafizeni.
Zaru€ujeme, Ze vSechny materialy odpovidaji specifikacim popsanym v certifikatu analyzy a/nebo v produktovém listu
Uplné informace naleznete v naSem <a href=""/Kdo-jsme/Zaruka/™" hreflang=""x-default"">Zaru¢nim prohlaseni

Je nutna smlouva o pfevodu materialu  Yes
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