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Aciklama

MKNZ1, distk derecede farklilasmis adenokarsinomlu bir yetiskin hastadan elde edilen bir insan mide kanseri hicre hattidir. Bu hiicre hatti,
mide kanserinin ilerlemesini, yayllmasini ve tedavilere verdigi yaniti modellemede 6nemli bir rol oynamasi nedeniyle kanser arastirmalarinda
yaygin olarak kullaniimaktadir. Kanser metastazinda kritik Sheme sahip bir siire¢ olan epitelyal-mezenkimal gegisi (EMT) gOsteren
mezenkimal benzeri bir morfoloji sergiler. MKN1 hiicre hatti, RhoA gibi anahtar proteinlerin orta ila dusik diizeyde eksprese edilmesi ile dikkat
ceker; bu da onu, hiicre adezyonu ve hareketliligi ile baglantili sinyal yolaklarinin incelenmesinde vazgecilmez bir arag haline getirir.

Son arastirmalar, mide kanserinde olasi bir kanser kok hiicre belirteci olan DCLK1'in (Doublecortin benzeri kinaz 1) roltiniin arastiriimasinda
MKNZ'in 6nemini vurgulamaktadir. MKN1 hicrelerinde DCLK1'in asiri ekspresyonu, EMT'yi tesvik eder ve hiicre gocu ile timor
mikrogevresinin yeniden sekillenmesinde rol oynayan kiiguk ekstraseltler vezikillerin (SEV'ler) salgilanmasini artirir. DCLK1'i agiri eksprese
eden MKN1 hcrelerinden elde edilen sEV'lerin proteomik analizi, STRAP ve BCAM gibi go¢ ve yapismada rol oynayan proteinlerde énemli
degisiklikler oldugunu ortaya koymustur. Ayrica, DCLK1'in kinaz aktivitesi, bu vezikiller igindeki yiik proteinlerinin se¢imini diizenliyor gibi
gorinmekte olup, bu da onun bir terapétik hedef olarak potansiyelini vurgulamaktadir.

Ek olarak, MKN1 hicrelerinde RHOA mutasyonu (R129W) ile ilgili galismalar, bu mutasyonun CDH1 mutasyonlarindan bagimsiz olarak hiicre
gocu ve yapisma yolaklarini degistirmedeki roliinu ortaya koymustur. Fonksiyonel analizler, bu mutasyonun RhoA'nin daha yuksek bir aktif
GTP-bagli duruma yol actigini ve bunun da hiicre hareketliliginin artmasiyla iliskili oldugunu gdstermektedir. Bu bulgular, MKN1'i mide kanseri
patogenezinin altinda yatan genetik ve molekiler mekanizmalari incelemek ve potansiyel terapotik miidahaleleri test etmek icin saglam bir
model olarak konumlandirmaktadir.
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iFADE VE DUYARLILIK

Mutasyon profili
Mutasyon: TP53, p.Vall43Ala (c.428T>C)

ISLEME VE YETISTIRME

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

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

Takviyeler
Ortami %10 FBS ile takviye edin

Ayristirma reaktifi Accutase

Alt kiltir olusturma

Yapisik huicrelerden eski ortami ¢ikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri icin 3-5 ml PBS ve T75 siseleri
icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar icin 1-2 ml ve T75 flasklar icin 2,5 ml kullanarak hucreleri TrypLE Express ile tamamen kaplayin.
Hiicreleri ayirmak icin oda sicakliinda 8-10 dakika inkiibasyona birakin. inkilbasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek icin 10 ml
besiyeriyle hafifce karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santriftjleyin. Stpernatanti atin, hlicreleri taze besiyerinde yeniden stspanse edin
ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

Cozme ve kultirleme

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 diglanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak igin hiicre kilturleri gunliik gorsel incelemelere tabi tutulur.

Dondurma ortami Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢céztlme sonrasi canlilik igin tam blyime ortami
(FBS dahil) + %10 DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak igin
optimize edilmis ozmoprotektanlar ve metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog
numarasi 800100) kullaniyoruz.

Saklama kosullar

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 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

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

Bagiscinin yasi 72yl

Etnik koken Japonca

YASAL VE GUVENLIK

Guvenlik 6nlemleri

ileride ¢dzdiirmek iizere sivi nitrojen icinde bir kriyoviyal saklamayi planlarken, siki giivenlik 6nlemlerine 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 parcalarin firlamasina neden olabilecek potansiyel kriyoviyal patlamalardan
kaynaklanan yaralanma riskini azaltmak igindir.

Garanti

Cytion olarak Urlnlerimizin kalitesinin ve canhhiginin 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
Tum ayrintilar icin lutfen <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang=""x-default"">Garanti Beyanimiza bakin

Malzeme Transfer Anlasmasi gereklidir  Yes
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