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Aciklama

Wilms6 hicre hatti, germline WT1 mutasyonu olan bir pediatrik hastanin primer Wilms timdériinden olusturulmustur. Bu hiicre hatti, WT1
geninde (c.1168 C>T, p.R390X) kesilmis ve islevsel olmayan bir WT1 proteini ile sonuglanan homozigot bir anlamsiz mutasyon ile tanimlanir.
WT1, bobrek gelisiminin kritik bir diizenleyicisidir ve kaybi, 6zellikle mezenkimal farklilasma gosteren vakalarda Wilms tumaru ile gugli bir
sekilde iliskilidir. Wilms6 hucre hatti, 6zellikle hem epitelyal hem de mezenkimal 6zellikler gdsteren tumdrler baglaminda, tam WT1 kaybinin
tumorijenik etkilerini incelemek icin 6Gnemli bir modeldir.

Wilms6 hicreleri ayrica CTNNB1 geninde, dzellikle 3-Katenin degradasyonunu diizenleyen fosforilasyon icin kilit bir bdlge olan serin 45'i
(p.S45F) etkileyen bir mutasyon tasir. Bu mutasyon, -Catenin'in stabilizasyonuna ve nikleer birikimine yol acarak Wnt sinyal yolunun
konstitltif aktivasyonuna neden olur. Wnt sinyalinin anormal aktivasyonu, Wilms timdrlerinde hiicre proliferasyonu ve timdorigenezin bilinen
bir itici glicudir ve Wilms6'yr WT1 mutasyonlu timérlerde Wnt yolu diizensizliginin roliinu arastirmak igin deg@erli bir arag haline getirir.
Fenotipik olarak Wilms6 hucreleri, orijinal timériin stromal yapisini yansitan glgli vimentin ekspresyonu ve sitokeratin gibi epitelyal
belirteclerin yoklugu ile mezenkimal bir morfoloji sergiler. Bu hiicrelerin, bazi Wilms timérlerinde gézlenen mezenkimal farklilasmayi yansitan
belirli kosullar altinda kas benzeri hiicrelere farklilasma yetenegi de dahil olmak tzere sinirli ancak dikkate deger bir farklilasma potansiyeline
sahip oldugu gosterilmistir. Wilmsé ile ilgili proteomik ¢alismalar, PDGFR[ ve AXL dahil olmak tzere, hiicre sagkalimini, cogalmasini ve
gocuni desteklemede rol oynayan coklu reseptor tirozin kinazlarin (RTK'lar) aktivasyonunu tanimlamistir. MAPK ve PI3K/AKT gibi sinyal
yollarinin asagi yonli aktivasyonu, bu hicre hattinin agresif dogasinin altini daha da gizmektedir.

Genel olarak, Wilms6 hucre hatti, 6zellikle Wnt sinyal aktivasyonu ile birlikte tam WT1 kaybi durumlarinda, Wilms timaor gelisiminin altinda
yatan molekiler mekanizmalari arastirmak icin gok 6nemli bir model olarak hizmet etmektedir. Genetik ve fenotipik 6zellikleri, WT1 eksikligi
ve anormal sinyal yolaklari arasindaki etkilesimi incelemek icin mikemmel bir platform olusturmakta ve bu agresif tumar tipi icin potansiyel
terapétik hedefler hakkinda icgérii saglamaktadir.
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NCBI Vergi Kimlik Numarasi 9606

Cellosaurus CVCL_A5SI

iFADE VE DUYARLILIK

Mutasyon profili
WT1 mutasyon durumu: homozigot ¢.1168C>T, p.R390x, LOH: 11p11-11pter, CTNNB1 mutasyon durumu: homozigot del TCT, p.DS45

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 icin oda sicakliinda 8-10 dakika inkiibasyona birakin. inkilbasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek i¢in 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 kiltirleme

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 ydntemleri 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) kullantyoruz.

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 dnce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Nakliye kosullar

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak icin 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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https://www.cellosaurus.org/CVCL_A5SI

BAGISCI

Bagiscinin yasi 15 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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