Product sheet u' CYtion

MKN1-sejtek | 305589

Altalanos informaciok

Description
Az MKN1 egy emberi gyomorrakos sejtvonal, amelyet egy rosszul differencialt adenokarcindmaban szenvedd

feln6tt betegtdl nyertek. Ezt a sejtvonalat széles kérben hasznaljak a rakkutatasban, mivel alkalmas a
gyomorrak progresszidjanak, invazidjanak és a terapiakra adott valaszanak modellezésére. Mezenchimalis
jellegli morfolégiat mutat, ami az epitelialis-mezenchimalis atalakulasra (EMT) utal, amely folyamat kritikus
jelentGségli a rak attétképzédésében. Az MKN1 sejtvonalat az jellemzi, hogy olyan kulcsfontossagu fehérjék,
mint a RhoA, mérsékelt vagy alacsony szintli expresszidjat mutatja, ami elengedhetetlen eszkozzé teszi a
sejtadhézidhoz és a sejtmozgashoz kapcsolodo jelatviteli tvonalak tanulmanyozasaban.

A legUjabb kutatasok ravilagitanak az MKN1 fontossagara a DCLK1 (Doublecortin-szer( kinaz 1) - egy
feltételezett rakos Gssejt-marker - gyomorrakban betoltott szerepének feltarasaban. A DCLK1 tultermelése az
MKN1 sejtekben el6segiti az EMT-t és fokozza a kis extracellularis vezikulak (sEV-ek) szekrécidjat, amelyek
szerepet jatszanak a sejtvandorlasban és a tumor mikrokornyezetének atalakulasaban. A DCLK1-t tultermeld
MKN1-sejtekbdl szarmazo sEV-ek proteomikai elemzése jelentds valtozasokat tart fel a migracioban és az
adhézidban részt vevd fehérjékben, példaul a STRAP-ban és a BCAM-ban. Ezen feliil Ggy t(inik, hogy a DCLK1
kinazaktivitasa szabalyozza a szallitéfehérjék kivalasztasat ezekben a vezikulakban, ami alahizza annak
potencialjat terapias célpontként.

Ezen feliil az MKN1-sejtekben el6fordulé RHOA-mutécidval (R129W) kapcsolatos vizsgalatok ravilagitottak annak
szerepére a sejtvandorlasi és adhézids Gtvonalak megvaltoztatasaban, figgetlentil a CDH1-mutacidktol.
Funkciondlis vizsgalatok azt mutatjak, hogy a mutacié a RhoA magasabb aktiv, GTP-hez kotott allapotat
eredményezi, ami 6sszefliggésbe hozhaté a fokozott sejtmozgékonysaggal. Ezek az eredmények az MKN1-et
megbizhaté modellként pozicionaljak a gyomorrak patogenezisének alapjaul szolgalé genetikai és molekularis
mechanizmusok feltarasahoz, valamint a potencialis terapias beavatkozasok teszteléséhez.

Organism Emberi
Tissue Gyomor
Disease Adenosquamous karcinéma

Metastatic site Nyirokcsomé

Synonyms MKN-1, MKN 1
Jellemzok
Age T2 év
Gender Férfi
Ethnicity Japén
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Morphology Epithelszer(i
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation MKN1 (Cytion katalégusszam: 305589)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_1415
Biomolekularis adatok

Mutational Mutdcid: TP53, p.Val143Ala (c.428T>C)
profile

A kezelése

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabil glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion 820700a cikkszam)

Medium

Supplements A téptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrél, és mossa &ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-

6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen TrypLE Express-szel, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznalva.
Hagyjuk a sejteket 8-10 percig szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan évatosan
keverjiik dssze a sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk éket, majd centrifugéljuk 300xg-nél 3
percig. Dobja el a feliiliszdt, szuszpendalja Gjra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at Sket Uj
lombikokba, amelyek mar friss tapfolyadékot tartalmaznak.

Freeze Krioprezervalé taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

. Ellendrizze, hogy az injekcios liveg a széllitaskor mélyh(itétt marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek

integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids liveget gy, hogy tiszta vizzel és

antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfliird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlk, amig egy kis jégcsomd nem marad.

. Az 6sszes tovabbi [épést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezzik el, és nyitas el6tt

fertétlenitsiik a kriofuilkét 70%-os etanollal.

. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t vatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15

ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék

fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a

szuszpenzi6t két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

. Asejtvonal folyamatos novekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultira

protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

or £ Aot Py
37°C, 5 /°C02’ parasitott légkor.

A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze 4t az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

HosszU tavd tartdsitas céljabol helyezze az tivegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, kortilbeliil -150 és -196 °C
kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe val¢ atvitel elétt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés
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Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi moédszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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