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B-LCL-CDGL1, konjenital bir glikozilasyon bozuklugu (CDG) olan PMM2-CDG tanisi konmus bir hastadan tiiretilen
EBV ile transforme edilmis bir B lenfosit hiicre hattidir. Bu nadir metabolik bozukluk, glikozilasyon yolunda
onemli bir enzim olan fosfomannomutaz 2'yi (PMM2) kodlayan *PMM2* genindeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. PMM2* genindeki mutasyonlar glikozile oligosakkarit zincirlerinin sentezini bozarak
dokularda ve kanda cesitli glikoproteinlerin ve glikosfingolipidlerin kusurlu glikozilasyonuna yol acar. Hastalik,
genellikle norolojik, hepatik ve endokrin fonksiyonlari etkileyen multisistemik belirtilerle karakterizedir.

EBV ile transforme edilmis bir lenfoblastoid hiicre hatti olan B-LCL-CDG1, *PMM2* eksikliginin molekiiler ve
hiicresel sonuglarini incelemek icin degerli bir in vitro model saglar. Bu hiicre hatti, glikozilasyon kusurlarini,
PMM2 enzim aktivitesini ve gen dlizeltme ve substrat takviyesi dahil olmak lizere potansiyel terapotik
midahaleleri arastirmak icin kullanilabilir. B-LCL-CDG1, diger CDG hastalarindan tiiretilen hiicre hatlariyla
birlikte, CDG'lerin patofizyolojisini anlamak ve bu bozukluklar icin yeni tedavi stratejilerini degerlendirmek igin
cok 6nemli bir kaynak gérevi gérmektedir.

insan

Periferik kan

Dogustan Glikozilasyon Bozukluklari

Uygulanamaz (EBV ile transformasyon gegirmis B-LCL; metastaz yapmamis)

Bagisiklik hiicrelerindeki CDG etkilerinin genotiplendirilmesi. Fonksiyonel testler (6rn. B hiicre yiizey antijenleri).
Sitotoksik ilaglarin test edilmesi. Mutasyonel analiz. Apoptotik mekanizmalarin analizi. HLA tiplendirmesi. Farkli
hiicresel glikoproteinlerin kusurlu glikozilasyonunun gesitli islevler tizerindeki etkisi.

Kadin

Kafkas

Yuvarlak hiicreler

B lenfosit

Slspansiyon, Kiime

Diizenleyici Veriler
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Citation B-LCL-CDG1 (Cytion katalog numarasi 302012)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession  Atanmamis

GMO Status GMO-S2: Bu B-LCL, viral latent faz genlerini (EBNA-1/-2/-3, LMP-1/-2) kodlayan ve stabil bir sekilde
muhafaza edilen bir EBV episomu icerir. EBV, risk grubu 2 patojen olarak siniflandirilir; BSL-2 giivenlik
seviyesinde muhafaza edilmesi gerekir. Bu siniflandirma Almanya igin gecerlidir; diger ilkelerde
diizenlemeler farklilik gosterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Viruses Transformant: EBV
Ellecleme

Culture RPMI 1640, w: 2.0 mM stabil Glutamin, w: 2.0 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820700a)

Medium

Supplements Ortami %10 isiyla inaktive edilmis FBS ile destekleyin

Subculturing Kultiirleri, besiyerini periyodik olarak ekleyerek veya degistirerek muhafaza edin. Kiltiirleri 2 x 10° hiicre/ml
yogunlukta baslatin ve optimal biiylime icin hiicre konsantrasyonunu 1 x 10°ila5x 10° hiicre/ml araliginda
tutun.

Fluid renewal Orta renk sariya doniistiigiinde

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiyiime ortami (FBS dahil) + %10

medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve

metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinliglin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifij tlipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
stipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonugclar elde edin.

Incubation

Atmosphere 37°C, %Scoz’ nemlendirilmis atmosfer.

Flask Coating Yok

Freezing

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

Shipping

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

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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