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Aciklama

Wilms11 hicre hatti, pediatrik bir hastadaki birincil Wilms timaorinden (nefroblastom) tiretilmistir. Diger bircok Wilms timér hiicre hattinin
aksine, Wilms11 vahsi tip WT1'in varligi ile karakterize edilir, yani WT1 geninde mutasyonlar barindirmaz, bu da tipik olarak daha agresif veya
stromal fenotipler sergileyen Wilms timérleri ile iliskilidir. Bununla birlikte, Wilms11 timord, timor icindeki mezenkimal elementlerin
gostergesi olan genis rabdomiyomat6z farklilasma alanlari ile 6nemli stromal farklilasma sergilemistir. Yabani tip WTZ1'in varligi, timdorin
stromal farklilasmasi ile birlestiginde, WT1 mutasyonlarinin bulunmadigi durumlarda Wilms timér biyolojisini anlamak icin benzersiz bir
model saglar.

Wilms11'in genetik ¢alismalari, bu hiicre hattinin Wnt sinyal yolunda ¢ok énemli bir rol oynayan B-Catenin'i kodlayan gen olan CTNNB1'de
timore 6zgi bir mutasyon tasidigini gdstermistir. Wilms11'de bu mutasyon, B-Catenin degradasyonunda rol oynayan dnemli bir fosforilasyon
bolgesi olan serin 45'i etkiler. CTNNB1 mutasyonu, -Catenin'in stabilizasyonuna yol agarak birikmesine ve hiicre cogalmasi ve
timaorigenezin itici glicti olan Wnt sinyal yolunun yapisal aktivasyonuna neden olur. Bu durum Wilms11'i, 6zellikle WT1'in saglam kaldigi
durumlarda, Wnt sinyali ve Wilms timor gelisimi arasindaki etkilesimi incelemek icin 6nemli bir model haline getirmektedir.

Wilms11'in proteomik analizleri, PDGFR[ ve AXL dahil olmak lzere, timor hiicresi buylimesi ve hayatta kalmasinda rol oynayan cesitli
reseptor tirozin kinazlarin (RTK'lar) aktivasyonunu ortaya ¢ikarmistir. MAPK ve PI3K/AKT yolaklari gibi asagi akis sinyal yolaklari da Wilms11
hucrelerinde aktive olarak tumérijenik davranislarina katkida bulunur. Wilms11 hicrelerinin mezenkimal farklilasmaya, 6zellikle de
rabdomiyomato6z farklilasmaya ugrama yetenegi, Wilms timaériinin mezenkimal bilesenlerini incelemek igin bir model olarak potansiyellerini
vurgulamaktadir. Genel olarak, Wilms11, WT1 mutasyonlarinin yoklugunda ancak Wnt yolagi aktivasyonu baglaminda Wilms timérigenezini
yonlendiren molekuler mekanizmalari arastirmak icin degerli bir arag olarak hizmet eder.
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TANIMLAYICILAR

Kaynak gosterimi
Wilms11 (Cytion katalog nhumarasi 300420)

NCBI Vergi Kimlik Numarasi 9606
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_A5SM

iFADE VE DUYARLILIK

Mutasyon profili
WT1 mutasyon durumu: homozigot WT1 ¢.901¢c>T, p.R301x. LOH: . CTNNB1 mutasyon durumu: vahsi tip

ISLEME VE YETISTIRME

Besiyeri
MSCGM kiti (Lonza'dan)

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

Ayristirma reaktifi Accutase

Alt kultir olusturma

Yapisik hucrelerden eski ortami ¢ikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri i¢in 3-5 ml PBS ve T75 sigeleri
icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar icin 1-2 ml ve T75 flasklar icin 2,5 ml kullanarak hiicreleri Accutase ile tamamen kaplayin.
Hiicreleri ayirmak igin oda sicakliinda 8-10 dakika inkiibasyona birakin. inkilbasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek igin 10 ml
besiyeriyle hafifce karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santrifiijleyin. 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 igin hiicre kilturleri gunliik gérsel incelemelere tabi tutulur.

Dondurma ortami Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢ézulme 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 fazl sivi nitrojen igine yerlestirin. 80 °C'de saklama yalnizca sivi
nitrojene aktarilmadan énce 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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YASAL VE GUVENLIK

Giivenlik 6nlemleri
ileride ¢dzdirmek tizere sivi nitrojen icinde bir kriyoviyal saklamayi planlarken, siki giivenlik énlemlerine 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 parcgalarin firlamasina neden olabilecek potansiyel kriyoviyal patlamalardan
kaynaklanan yaralanma riskini azaltmak igindir.

Garanti

Cytion olarak uriinlerimizin kalitesinin ve canhhginin 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
Tim ayrintilar icin lttfen <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang=""x-default"">Garanti Beyanimiza bakin

Malzeme Transfer Anlasmasi gereklidir  Yes
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