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Yleisia tietoja

Description
MKN1 on ihmisen mahasy6pdsolulinja, joka on perdisin aikuispotilaalta, jolla oli huonosti erilaistunut

adenokarsinooma. Tata solulinjaa kdytetaan laajalti sydopatutkimuksessa, koska se soveltuu hyvin mahasyovan
etenemisen, invaasion ja hoitovasteen mallintamiseen. Silld on mesenkyymimainen morfologia, mika viittaa
epiteeli-mesenkyymisiirtymaén (EMT), joka on sydvan etdpesakkeiden muodostumisen kannalta kriittinen
prosessi. MKN1-solulinja erottuu siita, etta siina keskeisten proteiinien, kuten RhoA:n, ilmentyminen on
kohtalaista tai vahdista, mika tekee siita valttamattoman tyokalun solujen adheesioon ja liikkuvuuteen liittyvien
signalointireittien tutkimuksessa.

Tuoreet tutkimukset korostavat MKN1:n merkitysta tutkittaessa DCLK1:n (Doublecortin-like kinase 1) roolia
mahasyovassd; DCLK1 on oletettu syopasolujen merkkiaine. DCLK1:n yli-ilmentyminen MKN1-soluissa edistaa
EMT:td ja tehostaa pienten solunulkoisten vesikkelien (SEV) eritystd, jotka liittyvat solujen migraatioon ja
kasvaimen mikroympariston uudelleenmuodostumiseen. DCLK1:ta yli-ilmentavistd MKN1-soluista perdisin
olevien sEV:ien proteomianalyysissa on havaittu merkittavia muutoksia siirtymiseen ja adheesioon
osallistuvissa proteiineissa, kuten STRAP:ssa ja BCAM:ssa. Lisaksi DCLK1:n kinaasiaktiivisuus nayttaa saatelevan
naiden vesikkelien sisaltamien proteiinien valintaa, mika korostaa sen potentiaalia terapeuttisena kohteena.

Lisaksi MKN1-soluissa tehdyt RHOA-mutaatiota (R129W) koskevat tutkimukset ovat paljastaneet sen roolin
solujen liikkumisen ja adheesioradojen muuttamisessa, riippumatta CDH1-mutaatioista. Toiminnalliset kokeet
osoittavat, ettd mutaatio johtaa RhoA:n korkeampaan aktiiviseen GTP-sitoutuneeseen tilaan, mika liittda sen
solujen liikkuvuuden lisdantymiseen. Nama havainnot asettavat MKN1:n vankaksi malliksi mahasyovan
patogeneesin taustalla olevien geneettisten ja molekyylimekanismien selvittamiseen seka potentiaalisten
terapeuttisten interventioiden testaamiseen.

Organism lhminen
Tissue Vatsa
Disease Adenosquamous-karsinooma

Metastatic site Imusolmuke

Synonyms MKN-1, MKN 1
Ominaisuudet
Age 72 vuotta
Gender Mies
Ethnicity Japanilainen
Morphology Epiteelin kaltainen
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Growth Tarttuva
properties
Saantelytiedot
Citation MKN1 (Cytion-tuotenumero 305589)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1415

Biomolekyylitiedot

Mutational Mutaatio: TP53, p.Vall143Ala (c.428T>C)
profile
Kasittely
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabiilia glutamiinia, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytionin artikkelinumero 820700a)
Medium
Supplements Taydennetdan elatusainetta 10 %:lla FBS:[la
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Poista vanha valiaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll3, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta

T25-pulloissa 3-5 ml PBS:aa ja T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan TrypLE Express -valmisteella,
kdyttden 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen inkuboitua huoneenlammdssa 8-10
minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jadlkeen sekoita solut varovasti 10 ml:lla elatusainetta niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoi sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havita supernatantti, suspendoi
solut uudelleen tuoreeseen valiaineeseen ja siirrd ne uusiin pulloihin, jotka sisaltavat jo tuoretta véliaineita.

Freeze Kryosailytysmediana kaytamme tdydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittavan

medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:ta (Cytionin luettelonumero 800100), joka
sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Varmista, ettd injektiopullo pysyy syvdjaadytettyna toimitettaessa, silld solut kuljetetaan kuivajaassa,
jotta optimaalinen l@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaadn valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vettd ja mikrobildakettd, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes jaasta on
jaljella pieni jaamaohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirra solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka sisaltaa 8
ml huoneenlampdista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja hévité varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jaanndspakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirrd kaikki
vdliaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.

o Eo . ..
37°C,5 /0C02’ kostutettu ilmakeha.

Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettdva viipymaétta asianmukaiseen varastoon.

Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan hoyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -
196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta ja molekyylianalyysi
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Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla etta luminesenssiin perustuvilla
mykoplasman osoitusmenetelmilla.
Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.
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