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Obecné informace

Description
MKN1 je lidska bunécna linie rakoviny Zaludku odvozena od dospélého pacienta s Spatné diferencovanym
adenokarcinomem. Tato bunécna linie je Siroce vyuzivana ve vyzkumu rakoviny diky své relevanci pfi
modelovani progrese rakoviny Zaludku, invaze a reakce na lé¢bu. Vyznacuje se mezenchymalni morfologii, coz
naznacuje epitelidlné-mezenchymalni pfechod (EMT), proces zasadni pro metastazovani rakoviny. Bunécna linie
MKN1 se vyznacuje mirnou az nizkou expresi kli¢ovych protein(, jako je RhoA, coz z ni ini nezbytny nastroj pfi
studiu signalnich drah spojenych s bunéénou adhezi a motilitou.
Nedavny vyzkum zddraziuje vyznam MKNL1 pfi zkoumani role DCLK1 (Doublecortin-like kinase 1),
predpoklddaného markeru rakovinnych kmenovych bunék, u rakoviny Zaludku. Nadmérna exprese DCLK1 v
burikdch MKN1 podporuje EMT a zvySuje sekreci malych extracelularnich vezikul (SEV), které se podileji na
bunééné migraci a remodelaci mikroprostredi nadoru. Proteomicka analyza sEV z bunék MKN1 s nadmérnou
expresi DCLK1 identifikovala vyznamné zmény u proteint podilejicich se na migraci a adhezi, jako jsou STRAP a
BCAM. Navic se zda, Ze kinazova aktivita DCLK1 reguluje vybér transportnich protein( uvnitr téchto vezikul, coz
podtrhuje jeji potencial jako terapeutického cile.
Studie zamérené na mutaci RHOA (R129W) v burikach MKN1 navic odhalily jeji roli pfi zméné signalnich drah
bunééné migrace a adheze, a to nezavisle na mutacich CDH1. Funkéni testy ukazuji, Ze tato mutace vede k
vy$$imu podilu aktivniho stavu RhoA vazaného na GTP, cozZ souvisi se zvySenou bunéénou motilitou. Tyto
poznatky ¢ini z MKN1 robustni model pro analyzu genetickych a molekularnich mechanism lezicich v zakladu
patogeneze rakoviny zaludku a pro testovani potencialnich terapeutickych zasaha.

Organism Clovék

Tissue Zaludek

Disease Adenoskvamozni karcinom

Metastatic site Lymfaticka uzlina

Synonyms MKN-1, MKN 1

Charakteristika

Age 72 let

Gender Muzi

Ethnicity Japonsky

Morphology Epitelu podobné
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Growth Adherentni
properties
Regulaéni udaje
Citation MKN1 (katalogové &islo Cytion 305589)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1415

Biomolekularni data

Mutational Mutace: TP53, p.Val143Ala (c.428T>C)
profile
’ ’
Zpracovani
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Dopliite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hoi¢iku. Pro bariky T25 pouZijte

3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem TrypLE Express, a to 1-2 ml pro bariky
T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se oddélily.
Po inkubaci jemné promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte pfi
300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do novych
banék, které jiz obsahuji Cerstvé médium.

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi

medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zplsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Ovérte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmrazena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

o Eo . ,
37°C,5 /0C02’ zvlhéena atmosféra.

Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvi¢ky do kapalného dusiku v plynné fazi pri teploté priblizné -150 az -196
°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza
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Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vylou¢ena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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