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D283Med hiicre hatti, 6 yasinda bir erkegin beyinciginden elde edilen bir insan medulloblastoma hiicre hattidir.
Medulloblastom, 6ncelikle ¢cocuklari etkileyen ve beynin motor kontrol ve koordinasyondan sorumlu kismi olan
beyincikte bulunan bir tir ilkel noroektodermal tiimordiir. D283Med hiicreleri onkolojik arastirmalarda, 6zellikle
medulloblastomlarin biyolojisi ve farmakolojisine odaklanan ¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu hiicre hatti yapisik bir bllylime modeli sergiler ve bu tiimorlerin gelisiminde ve ilerlemesinde 6nemli rol
oynadigi bilinen Sonic Hedgehog (SHH) ve WNT sinyal yolaklari gibi medulloblastoma patogenezinde yer alan
molekiiler yolaklari arastirmak icin kapsamli bir sekilde kullanilmistir. Arastirmacilar, terapotik etkinligi ve
direnci degerlendirmek, gen ekspresyon profillerini incelemek ve yeni terapotik hedefleri kesfetmek icin
D283Med hattini kullanmaktadir. Serinin giiclii biiylimesi ve tipik medulloblastoma genetik 6zellikleri, onu
tlimor biyolojisini anlamayi ve antikanser ilaglarini test etmeyi amaclayan klinik 6ncesi calismalar icin degerli bir
model haline getirmektedir.

Ayrica, D283Med hiicreleri mutasyonlarin etkisini anlamak ve medulloblastomda metastaz ve niiks
mekanizmalarini degerlendirmek igin genetik calismalarda kullanilmaktadir. Hiicresel diizeyde onkojenik
suireclerin arastirilmasi icin cok 6nemli bir arag saglarlar ve boylece bu agresif pediatrik beyin tiimorii icin hedefe
yonelik tedavilerin gelistirilmesine 6nemli 6l¢lide katkida bulunurlar.
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Diizenleyici Veriler

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

D283Med (Cytion katalog numarasi 300330)

9606

CVCL_1155

Biyomolekiiler Veriler

Protein Glutamin sentetaz pozitif, néron spesifik enolaz pozitif, glial fibriler asidik proteinler negatif, S100 (S-100)

expression proteini negatif

Isoenzymes AK-1, 1, ES-D, 1, G6PD, B, GLO-I, 2, Me-2, 0, PGM1, 1, PGM3, 1

Tumorigenic Evet, ciplak farelerde

Karyotype Karyotip 45, xY, -7, -8, -17, -20, der(20)t(1,20)(q12,q13), 8q+, 17p+ (aralik = 41 ila 46). Bu, %5,4'lik yiiksek ploidi
sikligina sahip hipodiploid bir hiicre hattidir. Tiim hiicrelerde {ic marker kromozom mevcuttur. Bunlar:
der(20)t(1,20)(q12,q13), 8+ ve 17p+. N7, N17 ve N20 tek kopyaya sahiptir. Tek x yapisal olarak normaldir ve
floresan mikroskobu ile dogrulandigi izere Y kromozomu mevcuttur.

Ellecleme

Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion makale numarasi 820100a)

Medium

Supplements Ortami %10 FBS ve %1 NEAA ile takviye edin

Subculturing Siispansiyon hiicrelerini 15 ml'lik bir tiipte toplayin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS kullanarak
yapisik hiicreleri dikkatlice durulayin (T25 icin 3-5 ml PBS, T75 hiicre kiilturi siseleri icin 5-10 ml). Accutase
ekleyin (T25 basina 1-2 ml, T75 hiicre kiiltlirii sisesi basina 2,5 ml), hiicre tabakasi tamamen kaplanmalidir.
Ortam sicakliginda 10 dakika inkiibe edin, ardindan stispansiyon halinde biiyliyen hiicreleri ve yapisik hiicreleri
birlikte santriflijleyin. Hlicreleri dikkatlice yeniden slispanse edin ve taze ortam iceren yeni siselere dagitin.

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiylime 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 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
daldinp kiiglik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce calkalayarak 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.

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 génderilir. 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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