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Altalanos informaciok

Description
Az L-WRN sejtvonal egy egér fibroblaszt sejtvonal, amely az L sejtekbdl szarmazik, amelyek eredetileg

kotészovetbdl izolalt egér fibroblasztok. Az L-WRN sejteket Ggy alakitottak ki, hogy stabilan expresszaljak a
Wnt3a, az R-spondin 3 és a Noggin sejteket. Ezek a faktorok kritikusak a bélorganoidok és 6ssejtkultirak
novekedéséhez és fenntartasahoz. E fehérjék tulterjedése fokozza a bél Gssejtek proliferacidjat és
differencialodasat, igy az L-WRN sejtek értékes eszk6zzé valnak a bélbioldgia és a betegségek modellezésének
tanulmanyozasahoz.

Az organoidkultdraban valé alkalmazasuk mellett az L-WRN sejtek robusztus modellként szolgalnak a Wnt
jelatviteli Gtvonalak vizsgalatahoz. A Wnt jelatvitel kulcsfontossagu a sejtsors, a proliferacio és a migracid
szabalyozasaban a fejlédés soran és a feln6tt szovetekben. A Wnt3a, az R-spondin 3 és a Noggin konzisztens és
ellendrzott forrasat biztositva az L-WRN sejtek megkonnyitik az e folyamatok hatterében allé molekularis
mechanizmusok kutatasat. A kutatok ezeket a sejteket felhasznalhatjak e jelatviteli molekulak szerepének
feltarasara kiilonbozé bioldgiai 6sszefliggésekben, beleértve a rakot, a szoveti regeneraciot és a
fejlédésbiologiat.

Osszességében az L-WRN sejtvonal hatékony eszkéz az orvosbioldgiai kutatasban, mivel képes komplex
haromdimenziés kultirak novekedését tamogatni, és a kulcsfontossagu jelatviteli Utvonalak tanulmanyozasara
alkalmas. A bélrendszeri Gssejtek kutatasaban betdltott szerepe és a Wnt-szignalok megértéséhez vald
hozzajarulasa kiemeli jelent6ségét a sejt- és molekularis biologia teriiletén.

Organism Egér
Tissue Kotészovet
Applications 3D sejtkultdra

Jellemzok

Breed/Subspecies  C3H/An

Age 100 nap
Gender Férfi
Morphology Fibroblasztok
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok
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Citation L-WRN (Cytion katalégusszam: 300641)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_DAO06

GMO Status GMO-S1: Ez az egér NIH-3T3-bol szarmazé sejtvonal (L-WRN) Wnt3a, R-spondin-3 és Noggin expresszids
konstrukciokat tartalmaz, beleértve SV40 DNS-szekvencidkat és kettds antibiotikum-markereket (hph és
Tn5-neo), amelyek lehet6vé teszik ezeknek a jelatviteli molekuldknak a szekrécidjat. A betétek stabilan
jelen vannak a NIH-3T3-alap( sejtekben. Ez a besorolds csak Németorszagban érvényes, mas
orszagokban eltéré lehet.

Biomolekularis adatok

Protein Wnt-3A, R-spondin, noggin
expression

A kezelése

Culture DMEM, w: 4,5 g/L gliikdz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natrium-piruvat (Cytion cikkszam
Medium 820300a)

Supplements Ataptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrél, és mossa &ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-

6s 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 dvatosan keverjlik 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 6ket (j lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.

Freeze Krioprezervald taptalajként teljes névekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a

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

Culturing Cells 1. Ellenérizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szérazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids liveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfliird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlk, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az Osszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fert6tlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t vatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugéljuk 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 taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenzi6t két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatas és novekedés 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% > Parasitott légkor.

Flask Coating
A felolvasztas utdni optimalis kot6dés és életképesség érdekében kollagénnel bevont lombikok vagy lemezek

hasznalatat javasoljuk.

Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,

hogy a szallitas soran a h6mérsékletet koriilbeliil -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 ccomagolasban szallitjak, elegend6 hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldéedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld tarolhelyre.

Storage

Conditions Hosszd tavd tartdsitas céljabdl helyezze az livegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, koriilbelul -150 és -196 °C

kozotti hémeérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe valo 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.
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