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Aciklama

Wilms3 hicre hatti, somatik WT1 mutasyonu ile karakterize edilen bir pediatrik hastadaki primer Wilms timorinden olusturulmustur. Diger
birgcok Wilms tiimor hiicre hattindan farkli olarak Wilms3, WT1 geninde heterozigot bir cerceve kaymasi mutasyonu (c.1293-1294insA,
p.V432SfsX87) barindirir ve kesilmis bir WT1 proteininin Uretilmesine yol acar. WT1 fonksiyonunun bu kismi kaybi, stromal veya mezenkimal
fenotip gosteren tumdrlerin gelisimi ile iliskilidir. Bununla birlikte, Wilms3'teki WT1 mutasyonu homozigot degildir, bu da ¢alismasina
karmasiklik katar, ¢iinki tam WT1 kaybi olan hiicre hatlarina kiyasla tumdr biyolojisini farkli sekilde etkileyebilecek bazi WT1 islevlerini korur.
Wilms3 ayrica CTNNB1 geninde, 6zellikle Wnt sinyal yolunda kritik bir rol oynayan treonin 41'i (p.T41A) etkileyen bir mutasyon tasir. Bu
mutasyon B-Catenin'i stabilize ederek parcalanmasini 6nler ve Wnt yolunun yapisal aktivasyonuna yol acar. Wnt sinyalinin strekli
aktivasyonu hiicre gogalmasini saglar ve Wilms3'te timérigeneze katkida bulunur, bu da onu CTNNB1 mutasyonlarinin kismen islevsel bir
WT1 arka plani baglaminda etkisini incelemek icin nemli bir model haline getirir.

Fenotipik olarak, Wilms3 hticreleri, orijinal timdorde gézlenen stromal ézelliklerle tutarl olarak, vimentin eksprese eden ve sitokeratin
icermeyen mezenkimal benzeri bir morfoloji sergiler. Bu hucreler, belirli kosullar altinda bir miktar mezenkimal farklilasma gecirme kabiliyeti ile
sinirh farklilasma potansiyeli gostermektedir. Wilms3'lin proteomik analizleri, PDGFRp ve AXL dahil olmak tizere hiicre sagkalimini ve
¢ogalmasini destekleyen gesitli reseptor tirozin kinazlarin (RTK'lar) aktivasyonunu ortaya ¢ikarmistir. Ek olarak, MAPK ve PI3K/AKT gibi
asag! akis sinyal yollari aktive edilerek Wilms3 huicrelerinin kot huylu ézelliklerini gticlendirir.

Wilms3'lin benzersiz bir yoni, kismi WT1 islevselligidir; bu da mutasyon tamamlanmadiginda WT1 mutasyonlarinin Wilms timor biyolojisine
nasil katkida bulunduguna dair farkli bir bakis agisi saglar. Wilms3'te WT1 ve Wnt sinyali arasindaki etkilesim, bu yolaklarin timér gelisiminde
oynadigi niiansli rolleri incelemek igin degerli bir firsat sunmaktadir. Genel olarak Wilms3, kismi WT1 kaybi ve konstitutif Wnt yolagi
aktivasyonu varliginda Wilms timériinun altinda yatan molekiler mekanizmalari arastirmak icin 6nemli bir model olarak hizmet etmektedir.
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Cellosaurus CVCL A5SF

iFADE VE DUYARLILIK

Mutasyon profili
WT1 mutasyon durumu: homozigot ¢.1293-1294insA, p.V432fsx87, LOH: 11p11-11pter, CTNNB1 mutasyon durumu: vahsi tip

ISLEME VE YETISTIRME

Besiyeri
MSCGM kiti (Lonza'dan)

Kulucka ortami 37°C, %5C02, nemlendirilmis atmosfer.

Ayristirma reaktifi Accutase

Alt kiiltiir olusturma

Yapisik hucrelerden eski ortami gikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri i¢in 3-5 ml PBS ve T75 siseleri
icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar icin 1-2 ml ve T75 flasklar icin 2,5 ml kullanarak hicreleri Accutase ile tamamen kaplayin.
Hiicreleri ayirmak igin oda sicakliinda 8-10 dakika inkiibasyona birakin. inkiilbasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek igin 10 ml
besiyeriyle hafifce karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santriftijleyin. Stipernatanti atin, hicreleri taze besiyerinde yeniden stispanse edin
ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

Cozme ve kiiltiirleme

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.

KALITE KONTROL VE KRIYOPREZERVASYON

Kisirhk

Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanl tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kulturleri glinliik gérsel incelemelere tabi tutulur.

Dondurma ortami Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢cdzulme sonrasi canlilik i¢in tam buyime ortami
(FBS dahil) + %10 DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-induklenmis stresi azaltmak icin
optimize edilmis ozmoprotektanlar ve metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog
numarasi 800100) kullaniyoruz.

Saklama kosullari

Uzun sureli muhafaza icin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen igine yerlestirin. 80 °C'de saklama yalnizca sivi
nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.
Nakliye kosullar

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan iceren, onaylanmis, yalitiimis
ambalajlarda kuru buz tizerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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BAGISCI

Bagiscinin yasi 11-12 ay

Etnik koken Kafkas

YASAL VE GUVENLIK

Guvenlik 6nlemleri

ileride ¢dzdiirmek iizere sivi nitrojen icinde bir kriyoviyal saklamayi planlarken, siki giivenlik 6nlemlerine uymak zorunludur. Uygun koruyucu
eldivenler ve giysiler sarttir ve dondurulmus numunelerin sivi nitrojen tankina veya tanktan transferi sirasinda yiiz maskesi veya koruyucu
gozluk kullanilmasi gerekir. Bu, ¢ikarma sirasinda keskin parcalarin firlamasina neden olabilecek potansiyel kriyoviyal patlamalardan
kaynaklanan yaralanma riskini azaltmak igindir.

Garanti

Cytion olarak Urlnlerimizin kalitesinin ve canhhiginin arkasindayiz.
Hucrelerimizin, tesislerimizden sevkiyattan sonra 60 giin boyunca kiltiiriin baslangicinda canh olacagini garanti ediyoruz.
Tim malzemelerin Analiz Sertifikasi ve/veya Uriin Sayfasinda agiklanan 6zelliklere uygun oldugunu garanti ediyoruz

Tum ayrintilar icin lutfen <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang=""x-default"">Garanti Beyanimiza bakin
Malzeme Transfer Anlasmasi gereklidir  Yes
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