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Opis

Linia komoérkowa Wilms8 zostata uzyskana z pierwotnego guza Wilmsa u pacjenta pediatrycznego z mutacjg germinalng WT1. Ta linia
komorkowa charakteryzuje sie homozygotyczng mutacjg nonsensowng w genie WT1 (c.1168 C>T, p.R390X), prowadzaca do catkowitej
utraty funkcji WT1. WT1 ma kluczowe znaczenie dla prawidlowego rozwoju nerek, a jego inaktywacja jest powszechng cecha niektérych
agresywnych podtypow guza Wilmsa, szczegolnie tych, ktére wykazujg réznicowanie mezenchymalne. Wilms8 stanowi zatem cenny model
do badania wplywu utraty WT1 na nowotworzenie, szczegblnie w kontekscie guzéw Wilmsa, ktore powstajg z wyraznym komponentem
zrebu.

Oprécz mutaciji WT1, komérki Wilms8 zawierajg mutacje w genie CTNNB1 (p.S45A), ktéry koduje B-katenine, kluczowy regulator szlaku
sygnatowego Wnt. Mutacja przy serynie 45 zaburza normalny proces fosforylacji, ktéry prowadzi do degradacji 3-kateniny, powodujac jej
stabilizacje i akumulacje w jadrze. Skutkuje to konstytutywng aktywacja sygnalizacji Wnt, ktéra napedza proliferacje komérek i przyczynia sie
do onkogennych wiasciwosci linii komorkowej Wilms8. Wzajemne oddziatywanie miedzy utrata WT1 a nieprawidtowa sygnalizacjg Wnt w
Wilms8 sprawia, ze jest to kluczowy model do zrozumienia mechanizméw molekularnych lezgcych u podstaw tych szlakéw w biologii guza
Wilmsa.

Komérki Wilms8 wykazuja fenotyp mezenchymalny, charakteryzujacy sie ekspresjg wimentyny i brakiem markeréw nabtonkowych, takich jak
cytokeratyna. Jest to zgodne z r6znicowaniem zrebu obserwowanym w pierwotnym guzie. Komérki wykazujg ograniczong zdolnos¢ do
dalszego roznicowania mezenchymalnego, takiego jak tworzenie komérek migsniopodobnych w okreslonych warunkach. Analizy
proteomiczne Wilmsa8 ujawnity aktywacje wielu receptorowych kinaz tyrozynowych (RTK), w tym PDGFR i AXL, ktére sg zaangazowane w
kluczowe procesy, takie jak przezycie komoérek, migracja i proliferacja. Aktywacja dalszych szlakéw sygnatowych, w szczegélnosci szlakéw
MAPK i PI3K/AKT, dodatkowo przyczynia sie do agresywnych cech komérek Wilms8.

Ogodlnie rzecz biorac, linia komérkowa Wilms8 stuzy jako podstawowe narzedzie do badania molekularnych podstaw guza Wilmsa
spowodowanego utrata WT1 i nieprawidtowa sygnalizacjg Wnt. Jej cechy genetyczne i fenotypowe sprawiajg, ze jest to solidna platforma do
badania interakcji miedzy tymi krytycznymi szlakami i do identyfikacji potencjalnych celéw terapeutycznych w guzach Wilmsa z komponentem
zrebu.
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Zastosowania

Model hodowli komdérkowej in vitro. Badania biochemiczne

KLASYFIKACJA

Organizm Cztowiek
Seks Mezczyzna
Wtasciwos$ci zwiazane ze wzrostem Zwolennik

Poziom bezpieczenstwa biologiczhego 1

CECHY CHARAKTERYSTYCZNE

Morfologia Wrzecionowaty ksztatt

Typ komorki Komérki Wilmsa
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IDENTYFIKATORY
Zrédio
Wilms8 (numer katalogowy Cytion 300416)

Numer identyfikacji podatkowej NCBI 9606

Cellosaurus CVCL A5SJ

EKSPRESJA | PODATNOSC

Profil mutacji
Status mutacji WT1: homozygotyczny ¢.1168C>T, p.390x, LOH: , Status mutacji CTNNB1: heterozygotyczny TCT>GCT, p.S45A

POSTEPOWANIE | HODOWLA

Pozywka hodowlana
Zestaw MSCGM (od Lonza)

Atmosfera inkubacyjna 37°C, 5%C02, nawilzona atmosfera.

Odczynnik dysocjacyjny Accutase

Hodowla komérek w subkulturze

Usun starg pozywke z przylegajacych komorek i przemyj je PBS, ktory nie zawiera wapnia i magnezu. W przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5
ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj komérki Accutase, uzywajgc 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75.
Pozwél komérkom inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10
ml pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant, ponownie zawiesi¢ komérki w
Swiezej pozywce i przenies¢ je do nowych kolb zawierajgcych juz Swieza pozywke.

Rozmrazanie i hodowla

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 JAKOSCI | KRIOKONSERWACJA

Bezptodnosé

Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod wykrywania mykoplazmy opartych
na luminescenciji.

Aby upewnic sig, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sa poddawane codziennym
kontrolom wizualnym.

Pozywka do zamrazania Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) +
10% DMSO w celu zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer
katalogowy Cytion 800100), ktéra zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory
metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i zmniejszenia stresu wywotanego
kriokonserwacja.
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_A5SJ

Warunki przechowywania

W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiesci¢ fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od -150 do -196 °C.
Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krotki etap przejsciowy przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Warunki wysyiki

Linie komérkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych opakowaniach z wystarczajaca
iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymac temperature okoto -78°C przez caly czas transportu. Po otrzymaniu przesyiki nalezy natychmiast
sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc¢ fiolki do odpowiedniego miejsca przechowywania.

DARCZYNCA
Wiek dawcy 8 miesiecy
Pochodzenie etniczne Kaukaski

KWESTIE PRAWNE | BEZPIECZENSTWO

Srodki bezpieczenstwa

Planujac przechowywanie kriofiolek w ciektym azocie w celu ich p6zniejszego rozmrozenia, nalezy bezwzglednie przestrzegac
rygorystycznych srodkéw bezpieczenstwa. Niezbedne sg odpowiednie rekawice i odziez ochronna, a podczas przenoszenia zamrozonych
prébek do lub ze zbiornika z ciektlym azotem wymagane jest stosowanie maski lub okularéw ochronnych. Ma to na celu zmniejszenie ryzyka
obrazen spowodowanych potencjalnymi eksplozjami kriowialu podczas wyjmowania, ktére moga skutkowaé wyrzuceniem ostrych
fragmentoéw.

Gwarancja

W Cytion gwarantujemy jakos¢ i zywotnos¢ naszych produktow.

Gwarantujemy, ze nasze komérki beda zywotne na poczatku hodowli przez 60 dni po wysytce z naszych zaktadow.
Zapewniamy, ze wszystkie materiaty sa zgodne ze specyfikacjami opisanymi w certyfikacie analizy i/lub karcie produktu

Szczego6towe informacje mozna znalez¢ w naszej <a href=""/Who-we-are/Warranty/"" hreflang=""x-default"">08wiadczeniu gwarancyjnym
Wymagana umowa o transferze Yes
materiatow
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