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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Disease

Metastatic site

Synonyms

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Morphology

MKN1 je ludska bunkova linia rakoviny Zaltidka odobrata od dospelého pacienta s nizko diferencovanym
adenokarcindmom. Tato bunkova linia sa Siroko vyuZiva vo vyskume rakoviny vdaka jej vyznamu pri
modelovani progresie rakoviny Zalidka, invazie a reakcie na lie¢bu. Vyznacuje sa morfolégiou podobnou
mezenchymu, ¢o svedci o epitelialno-mezenchymovej transformacii (EMT), procese klu¢ovom pre
metastazovanie rakoviny. Bunkova linia MKN1 je znama strednou az nizkou expresiou klt¢ovych proteinov, ako
je RhoA, o z nej robi nevyhnutny nastroj pri Stadiu signalnych drah spojenych s bunkovou adhéziou a motilitou.

Najnovsie vyskumy zd6razriuju doleZitost MKN1 pri skimani tlohy DCLK1 (Doublecortin-like kinase 1),
predpokladaného markera rakovinovych kmenovych buniek, pri rakovine Zalidka. Nadmerna expresia DCLK1 v
bunkach MKN1 podporuje EMT a zvy3uje sekréciu malych extraceluldrnych vezikil (sEV), ktoré sa podielaji na
migracii buniek a prestavbe mikroprostredia nadoru. Proteomicka analyza sEV z buniek MKN1 s nadmernou
expresiou DCLK1 identifikovala vyznamné zmeny v proteinoch podielajicich sa na migracii a adhézii, ako su
STRAP a BCAM. Okrem toho sa zda, Ze kinazova aktivita DCLK1 reguluje vyber proteinov v tychto vezikulach, ¢o
podciarkuje jej potencial ako terapeutického ciela.

Okrem toho Stlidie zamerané na mutaciu RHOA (R129W) v bunkach MKN1 odhalili jej ilohu pri zmene drah
bunkovej migracie a adhézie, nezavisle od mutacii CDH1. Funkcné testy ukazuju, Ze tato mutacia vedie k
vySSiemu podielu aktivneho stavu RhoA viazaného na GTP, ¢o stvisi so zvySenou pohyblivostou buniek. Tieto
zistenia robia z MKN1 spolahlivy model na skimanie genetickych a molekularnych mechanizmov, ktoré st
zakladom patogenézy rakoviny zaliidka, a na testovanie potencialnych terapeutickych intervencii.

Ludské

Zaltidok

Adenoskvamdzny karcindm

Lymfaticka uzlina

MKN-1, MKN 1

72 rokov

Muzi

Japonsky

Epitelu podobné
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Growth
properties

¢, &

Adherent

Regulacné udaje

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

MKN1 (katalégové Cislo Cytion 305589)

9606

CellosaurusAccession CVCL_1415

Biomolekularne udaje

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

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny 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 buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne zakryte pripravkom TrypLE
Express, pricom pouzite 1 - 2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej
teplote 8-10 minut, aby sa oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu
suspendované, a potom ich 3 minity odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v
Cerstvom médiu a preneste ich do novych flias, ktoré uz obsahuja cerstvé médium.

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie obnovy a
zniZenie stresu sposobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na
suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovévanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150
az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality a molekularna analyza
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Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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