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Genel bilgi

Description
B-LCL-CDG5, *PMM2* genindeki mutasyonlarin neden oldugu konjenital bir glikozilasyon bozuklugu (CDG) olan
PMM2-CDG'li bir hastadan tiiretilen EBV ile transforme edilmis bir B lenfosit hiicre hattidir. Bu bozukluk, glikan
yapilarinin glikoproteinlere ve glikolipidlere uygun sekilde sentezlenmesini ve baglanmasini bozarak ¢oklu
organ sistemlerini etkiler. Fosfomannomutaz 2'deki (PMM2) eksiklik, glikozilasyonda kritik bir adim olan
mannoz-6-fosfatin mannoz-1-fosfata doniislimiinii bozarak hiicresel islevde kusurlara ve sistemik
komplikasyonlara yol acar.
EBV ile 6lumstizlestirilmis bir B hiicre hatti olan B-LCL-CDG5, *PMM2* mutasyonlarinin biyokimyasal ve
molekiiler etkilerini incelemek i¢cin cok dnemli bir model olarak hizmet etmektedir. Bu hiicre hatti,
arastirmacilarin glikozilasyon kusurlarini, PMM2 enzimatik aktivitesini ve bozulmus glikozilasyonun hiicresel
sonuglarini arastirmalarini saglar. Ayrica, farmakolojik saperonlar, enzim gelistirme tedavileri veya substrat
takviye stratejileri gibi potansiyel terapétik yaklasimlari test etmek icin bir platform saglar. B-LCL-CDG5, diger
CDG hastalarindan tiiretilen hiicre hatlariyla birlikte, PMM2-CDG anlayisimizin ilerlemesine ve hedefe yonelik
tedavi segeneklerinin gelistirilmesine yardimci olur.

Organism insan

Tissue Periferik kan

Disease Normal

Applications Bagisiklik hiicrelerinde CDG etkilerinin genotiplendirilmesi, fonksiyonel testler (6rn. B hiicre ylizey antijenleri),
sitotoksik ilaglarin test edilmesi. Mutasyonel analiz, apoptotik mekanizmalarin analizi, HLA tiplendirmesi, farkli
hiicresel glikoproteinlerin kusurlu glikozilasyonunun gesitli islevler tizerindeki etkisi.

Ozellikler

Gender Kadin

Ethnicity Kafkas

Morphology Yuvarlak hiicreler

Cell type B lenfosit

Growth Siispansiyon, Kiime

properties
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Citation B-LCL-CDGS5 (Cytion katalog numarasi 302016)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

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 Kiiltiirleri, besiyerini periyodik olarak ekleyerek veya degistirerek muhafaza edin. Kltiirleri 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 déniistiigiinde

Post-Thaw Orta

Recovery

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam bliyiime 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

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak igin kuru buz lizerinde gonderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin 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 santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

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

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

8. Hiicre hattinin stirekli bilylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Cozildiikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

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

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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