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Aciklama

Wilms8 hiicre hatti, germline WT1 mutasyonu olan bir pediatrik hastadaki primer Wilms timorinden tiretilmistir. Bu hiicre hatti, WT1 geninde
homozigot sagma mutasyon (c.1168 C>T, p.R390X) ile karakterize edilir ve WT1 fonksiyonunun tamamen kaybina yol agar. WT1 normal
bébrek gelisimi icin cok énemlidir ve inaktivasyonu Wilms timaorinin bazi agresif alt tiplerinde, 6zellikle de mezenkimal farklilasma
gosterenlerde ortak bir 6zelliktir. Bu nedenle Wilms8, 6zellikle belirgin bir stromal bilesenle ortaya ¢ikan Wilms timorleri baglaminda, WT1
kaybinin timérigenez tizerindeki etkilerini incelemek igin degerli bir model saglar.

WT1 mutasyonuna ek olarak, Wilms8 hicreleri, Wnt sinyal yolunun énemli bir dizenleyicisi olan B-Katenin'i kodlayan CTNNB1 geninde
(p.S45A) bir mutasyon barindirir. Serin 45'teki mutasyon, 3-Catenin degradasyonuna yol acan normal fosforilasyon siirecini bozarak
stabilizasyonuna ve cekirdekte birikmesine neden olur. Bu, hiicre gogalmasini saglayan ve Wilms8 hiicre hattinin onkojenik ézelliklerine
katkida bulunan Wnt sinyalinin yapisal aktivasyonu ile sonuclanir. Wilms8'de WT1 kaybi ve anormal Wnt sinyali arasindaki etkilesim, Wilms
timor biyolojisinde bu yolaklarin altinda yatan molekiler mekanizmalari anlamak icin cok 6nemli bir model haline getirmektedir.

Wilms8 hicreleri, vimentin ekspresyonu ve sitokeratin gibi epitelyal belirteclerin yoklugu ile karakterize mezenkimal bir fenotip
sergilemektedir. Bu, orijinal timérde gozlenen stromal farklilasma ile uyumludur. Hiicreler, belirli kosullar altinda kas benzeri hiicreler
olusturmak gibi daha fazla mezenkimal farklilasma gecirme konusunda sinirli bir yetenek gdsterir. Wilms8'in proteomik analizleri, PDGFRp ve
AXL dahil olmak Uzere, huicre sagkalimi, gocl ve cogalmasi gibi kilit sireclerde rol oynayan ¢oklu reseptdr tirozin kinazlarin (RTK'lar)
aktivasyonunu ortaya ¢ikarmistir. Ozellikle MAPK ve PI3K/AKT yolaklari olmak tizere agag! akis sinyal yolaklarinin aktivasyonu, Wilms8
hiicrelerinin agresif 6zelliklerine daha fazla katkida bulunur.

Genel olarak, Wilms8 hucre hatti, WT1 kaybi ve anormal Wnt sinyali tarafindan ydnlendirilen Wilms tumérunin molekuler temelini arastirmak
icin dnemli bir ara¢ gorevi gérmektedir. Genetik ve fenotipik dzellikleri onu, bu kritik yolaklar arasindaki etkilesimi incelemek ve stromal
bilesenli Wilms tumorlerinde potansiyel terapétik hedefleri belirlemek icin saglam bir platform haline getirmektedir.
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NCBI Vergi Kimlik Numarasi 9606

Cellosaurus CVCL _A5SJ

iFADE VE DUYARLILIK

Mutasyon profili
WT1 mutasyon durumu: homozigot ¢.1168C>T, p.390x, LOH: , CTNNB1 mutasyon durumu: heterozigot TCT>GCT, p.S45A

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_A5SJ

BAGISCI

Bagiscinin yasi 8 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

Cytion GmbH Registered office Heidelberg Banking information

Nikola-Tesla-Str. 3 VAT ID: DE283292917 Sparkasse Heidelberg

69124 Heidelberg Local court Mannheim - HRB 714394 IBAN: DE35 6725 0020 0009 2076 86
Tel: +49 (0)6221 405780 CEO / Geschaftsfiihrer: Jonathan Steubing BIC: SOLADES1HDB
info@cytion.com

cytion.com

3/3



