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Kuvaus

Wilms10T-solulinja on peraisin Wilmsin kasvaimen primaarinaytteesta, joka on saatu potilaalta, jolla on Wilmsin kasvain, pediatrinen
nefroblastooma. Télle solulinjalle on ominaista WT1-geenin homotsygoottinen deleetio, joka johtaa WT1:n toiminnan taydelliseen
katoamiseen. WT1 on kriittinen geeni, joka osallistuu munuaisten kehitykseen ja munuaisten normaalin erilaistumisen yllapitdmiseen. Toisin
kuin monissa muissa Wilmsin kasvainsolulinjoissa, Wilms10T:sta puuttuu WT1-proteiinin ilmentyminen, mik& kuvastaa tassa kasvaimen
alatyypissé esiintyvia vakavia geneettisia muutoksia. Liséksi Wilms10T-solulinjassa esiintyy heterotsygotian menetysta (LOH)
kromosomialueella 11p15, joka siséltaa tarkeitd geeneja, kuten IGF2, mika osaltaan lisda sen kasvainogeenisia ominaisuuksia.
Wilms10T-soluilla on vakaa normaali karyotyyppi, jossa ei ole merkittéavia kromosomien uudelleenjarjestelyja lukuun ottamatta WT1-alueen
spesifisté deletoitumista. Tata solulinjaa on kaytetty laajasti tutkimaan taydellisen WT1:n menetyksen vaikutuksia kasvaimen biologiaan,
mukaan lukien sen vaikutus solujen proliferaatioon, erilaistumiseen ja vasteeseen erilaisille signaalireiteille. Solut sailyttavat mesenkymaaliset
piirteet ja ilimentéavat merkkiaineita, kuten vimentiinia, mutta niistd puuttuvat epiteelimerkkiaineet, kuten sytokeratiini, mika viittaa niiden
stroomaperaisyyteen.

Merkittavassa tutkimuksessa on keskitytty Wilms10T-solujen aktiivisiin signaalireitteihin. Proteomitutkimukset ovat osoittaneet, etta naissa
soluissa aktivoituu useita reseptorityrosiinikinaaseja (RTK), kuten IGF1R, PDGFR[ ja AXL, joiden tiedetaan ohjaavan kasvainten syntya.
Lisaksi Wilms10T-soluissa aktivoituvat myohemmat signaalireitit, kuten MAPK- ja PI3K/AKT-reitit, jotka vaikuttavat niiden aggressiiviseen
kasvainfenotyyppiin. Wilms10T:n kattava karakterisointi tekee siitd arvokkaan mallin, jonka avulla voidaan tutkia Wilmsin kasvaimen
molekulaarisia taustatekijoitda, kun WT1 menetetdan kokonaan, seka tutkia mahdollisia terapeuttisia kohteita tdssé aggressiivisessa
kasvaimen alatyypissa.
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TUNNISTEET

Lahdeviite
Wilms10T (Cytionin luettelonumero 300417)

NCBI-verotunnus 9606

Cellosaurus CVCL A5SL

ILMENTYMINEN JA ALTTIUS

Mutaatioprofiili
WT1-mutaatiotilanne: homotsygoottinen del WT1 delllpl3:ssa. LOH: ei 11p13:ssa, mutta UPD 11p15:ssd. CTNNB1-mutaatiotilanne:

homotsygoottinen del TCT, p.DS45, UPD 3p
KASITTELY JA VILJELY

Viljelyalusta
MSCGM-pakkaus (Lonza)

Inkubaatioilma 37 °C, 5 %CO02, kostutettu iimakeha.
Dissosiaatioreagenssi Accutase
Soluviljely

Poista vanha valiaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:lI4, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta T25-pulloissa 3-5 ml PBS:a4 ja
T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan Accutase-valmisteella, kdyttden 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen
inkuboitua huoneenlammdssa 8-10 minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jalkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n véaliaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havita supernatantti, suspendoi solut uudelleen tuoreeseen
véliaineeseen ja siirra ne uusiin pulloihin, jotka siséltavat jo tuoretta valiaineita.

Kylvétiheys 4 x 104 solua/cm?

Nesteen uusiminen 1-2 kertaa viikossa

Sulatus ja viljely

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.

LAADUNVALVONTA JA KRYOSAILYTYS

Hedelmattomyys

Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois sek& PCR-pohjaisilla méaérityksilla etté luminesenssiin perustuvilla mykoplasman
osoitusmenetelmilla.

Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmét tarkastetaan paivittéin silmamaaraisesti.
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_A5SL

Jaadytysaine Kryosailytysmediana kaytamme taydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 %
DMSO:ta riittdvén sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:t&
(Cytionin luettelonumero 800100), joka sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja
metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja vahentavat kryosailytyksen
aiheuttamaa stressia.

Sailytysolosuhteet
Pitk&aikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan hdyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa
on hyvaksyttavaa vain lyhyena véalivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Toimitusehdot

Kryoséilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajaassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti kylméainetta, jotta lampétila pysyy
noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittdmasti sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava
viipymatta asianmukaiseen varastoon.

LAHJOITTAJA

Luovuttajan ika 2 vuotta

Etnisyys Kaukasialainen

OIKEUDELLISET JA TURVALLISUUSASIAT

Turvallisuusohjeet

Kun suunnitellaan kryoputken sailyttdmista nestemaisessa typessa sulatusta varten, on noudatettava tiukkoja turvatoimenpiteita.
Asianmukaiset suojakasineet ja -vaatteet ovat valttamattomia, ja kasvonaamarin tai suojalasien kaytté on valttématénta siirrettdessa
jaadytettyja naytteité nestetyppisailioon tai siita pois. Talla pyritdan pienentamééan loukkaantumisriski, joka aiheutuu kryoputkien
mahdollisista rajahdyksista, jotka voivat aiheuttaa terévien sirpaleiden sinkoutumisen.

Takuu

Me Cytionilla seisomme tuotteidemme laadun ja elinkelpoisuuden takana.

Takaamme, ettéd solumme ovat elinkelpoisia viljelyn alkaessa 60 paivan ajan sen jalkeen, kun ne on lahetetty laitoksestamme.
Vakuutamme, etta kaikki materiaalit ovat analyysitodistuksessa ja/tai tuoteselosteessa kuvattujen eritelmien mukaisia

Lisatietoja on <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang="""x-default"">Takuulausumassa
Aineiden siirtoa koskeva sopimus Yes
vaaditaan
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