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Opis

MKNL1 to ludzka linia komorkowa raka zotadka pochodzgca od dorostego pacjenta z gruczolakorakiem stabo zr6znicowanym. Linia ta jest
szeroko stosowana w badaniach nad rakiem ze wzgledu na jej przydatno$¢ w modelowaniu progresji raka zotagdka, inwazji nowotworowej
oraz odpowiedzi na terapie. Wykazuje ona morfologie podobng do mezenchymalnej, co wskazuje na przejscie nabtonkowo-mezenchymalne
(EMT) — proces o kluczowym znaczeniu w przerzutach nowotworowych. Linia komérkowa MKN1 wyrdznia sie umiarkowang lub niska
ekspresja kluczowych biatek, takich jak RhoA, co czyni jg niezbednym narzedziem w badaniu szlakdw sygnatowych zwigzanych z adhezjg i
ruchliwoscig komorek.

Najnowsze badania podkreslaja znaczenie linii MKN1 w badaniu roli DCLK1 (kinaza podobna do doublecortiny 1), potencjalnego markera
komoérek macierzystych nowotworu, w raku zotadka. Nadekspresja DCLK1 w komérkach MKN1 sprzyja EMT i zwieksza wydzielanie matych
pecherzykéw pozakomérkowych (sgV), ktére maja wptyw na migracje komérek i przebudowe mikrosrodowiska nowotworowego. Analiza
proteomiczna sEV pochodzacych z komdrek MKN1 wykazujgcych nadekspresje DCLK1 pozwolita zidentyfikowac znaczace zmiany w
biatkach zaangazowanych w migracje i adhezje, takich jak STRAP i BCAM. Ponadto aktywnos¢ kinazowa DCLK1 wydaje sie regulowac
dobor biatek tadunkowych w tych pecherzykach, co podkresla jej potencjat jako celu terapeutycznego.

Ponadto badania dotyczace mutacji RHOA (R129W) w komorkach MKN1 ujawnity jej role w zmianie szlakéw migracji i adhezji komorkowej,
niezaleznie od mutacji CDH1. Testy funkcjonalne wykazuja, ze mutacja ta powoduje zwiekszenie aktywnosci RhoA w stanie zwigzanym z
GTP, co wigze sie ze zwiekszong ruchliwoscig komérek. Wyniki te sprawiajg, ze MKN1 stanowi solidny model do analizy genetycznych i
molekularnych mechanizméw lezacych u podstaw patogenezy raka zotadka oraz do testowania potencjalnych interwencji terapeutycznych.
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EKSPRESJA | PODATNOSC

Profil mutacji
Mutacja: TP53, p.Vall43Ala (c.428T>C)

POSTEPOWANIE | HODOWLA

Pozywka hodowlana
RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnej glutaminy, w: 2,0 g/L NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820700a)

Atmosfera inkubacyjna 37°C, 5%C02, nawilzona atmosfera.

Suplementy
Uzupetni¢ podtoze 10% FBS

Odczynnik dysocjacyjny Accutase

Hodowla komérek w subkulturze

Usun starg pozywke z przylegajacych komorek i przemyj je PBS, kt6ry nie zawiera wapnia i magnezu. W przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5
ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj komorki preparatem TrypLE Express, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25 i
2,5 ml dla kolb T75. Pozostawi¢ komorki do inkubacji w temperaturze pokojowej przez 8-10 minut w celu ich odtaczenia. Po inkubacji
delikatnie wymieszaj komaorki z 10 ml pozywki, aby ponownie je zawiesic, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzucic¢
supernatant, ponownie zawiesi¢ komoérki w Swiezej pozywece i przenies¢ je do nowych kolb zawierajacych juz $wiezag pozywke.

Rozmrazanie i hodowla

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.

KONTROLA JAKOSCI | KRIOKONSERWACJA

Bezptodnosé

Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod wykrywania mykoplazmy opartych
na luminescenciji.

Aby upewni€ sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sg poddawane codziennym
kontrolom wizualnym.

Pozywka do zamrazania Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) +
10% DMSO w celu zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer
katalogowy Cytion 800100), ktéra zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory
metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i zmniejszenia stresu wywotanego
kriokonserwacja.

Warunki przechowywania
W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od -150 do -196 °C.
Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krotki etap przejSciowy przed przeniesieniem do ciektego azotu.
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Warunki wysyiki

Linie komorkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych opakowaniach z wystarczajaca
iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymac temperature okoto -78°C przez caly czas transportu. Po otrzymaniu przesyiki nalezy natychmiast
sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc¢ fiolki do odpowiedniego miejsca przechowywania.

DARCZYNCA
Wiek dawcy 72 lata
Pochodzenie etniczne Japonski

KWESTIE PRAWNE | BEZPIECZENSTWO

Srodki bezpieczenstwa

Planujac przechowywanie kriofiolek w cieklym azocie w celu ich pdzniejszego rozmrozenia, nalezy bezwzglednie przestrzegac
rygorystycznych srodkéw bezpieczenstwa. Niezbedne sg odpowiednie rekawice i odziez ochronna, a podczas przenoszenia zamrozonych
probek do lub ze zbiornika z ciektym azotem wymagane jest stosowanie maski lub okularéw ochronnych. Ma to na celu zmniejszenie ryzyka
obrazen spowodowanych potencjalnymi eksplozjami kriowialu podczas wyjmowania, ktére moga skutkowaé wyrzuceniem ostrych
fragmentow.

Gwarancja

W Cytion gwarantujemy jakos¢ i zywotnos¢ naszych produktow.

Gwarantujemy, ze nasze komorki beda zywotne na poczatku hodowli przez 60 dni po wysytce z naszych zaktadow.

Zapewniamy, ze wszystkie materialy sg zgodne ze specyfikacjami opisanymi w certyfikacie analizy i/lub karcie produktu

Szczegoétowe informacje mozna znalez¢ w naszej <a href=""/Who-we-are/Warranty/"" hreflang=""x-default"">O$wiadczeniu gwarancyjnym

Wymagana umowa o transferze Yes
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