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Uldine teave

Description
MDA-MB-231-GFP on laialdaselt kasutatava inimese rinnavahi rakuliini MDA-MB-231 fluorestsentsmargistatud

variant, mis on geneetiliselt muundatud nii, et see ekspresseerib rohelist fluorestsentsvalku (GFP) lentiviiruse
transduktsiooni kaudu. See modifikatsioon voimaldab kasvajarakkude diinaamika reaalajas visualiseerimist ja
kvantifitseerimist nii in vitro kui ka in vivo, hdlbustades kasvaja ja strooma vaheliste interaktsioonide, rakkude
proliferatsiooni ja metastaatilise kditumise tiksikasjalikku analiilisi. Algrakuliin MDA-MB-231 périneb
kolmekordselt negatiivse rinnavahiga (TNBC) patsiendi pleuraefusioonist ning nditab agressiivset, invasiivset
kaitumist koos mesenkiilimse fenotiilibiga, mis teeb sellest nurgakivimudeli TNBC patofiisioloogia ja
raviresistentsuse uurimiseks.

Ko-kultuuri katsetes inimese mesenkiitimse tuivi-/strooma-rakkudega (MSC-d) on MDA-MB-231-GFP-rakud
naidanud markimisvaarselt suurenenud proliferatsiooni ja kasvajat soodustavat kditumist. Uuringud néitasid, et
selle efekti saavutamiseks on otsustava tahtsusega otsene kontakt MSC-dega, mitte ainult lahustuvad faktorid.
Tapsemalt pShjustas kooskasvatus MSC-dega nelja pdeva méodudes MDA-MB-231-GFP-rakkude proliferatsiooni
39,5% kasvu vorreldes monokultuuriga ning indutseeris CD90 ekspressiooni osal rinnavahi rakkudest - see on
marker, mida tavatingimustes ei ekspresseerita. See MSC-de poolt indutseeritud CD90 ekspressioon noudis
otsest rakkudevahelist interaktsiooni ning seda parssis osaliselt gap-tihenduste vdi Notch-signaalimise
blokeerimine, mis viitab spetsiifiliste rakkudevaheliste kommunikatsiooniteede kaasatusele.

In vivo tingis MDA-MB-231-GFP-rakkude ja mesenhiimaalse tiivirakkude (MSC) tihine siistimine
immuunpuudulikkusega NOD/scid-hiirtesse vorreldes ainult vahirakkude siistimisega ligikaudu kiimnekordse
kasvajamahtu suurenemise ja metastaaside tekkimise potentsiaali suurenemise. Nendel kasvajatel esines
kdrgenenud vaskularisatsioon ja suurem eluvoime ning neis sdilis vdike CD90-positiivne populatsioon, mis
kinnitas in vitro tulemusi. Kokkuvdttes paigutavad need uuringud MDA-MB-231-GFP tugeva mudelina
kasvajastroma interaktsioonide, MSC-de poolt indutseeritud fenotiilibilise plastilisuse ja kolmiknegatiivse
rinnavahi kasvaja progresseerumise mehhanismide uurimiseks.

Geneetiline modifikatsioon: stabiilselt modifitseeritud replikatsioonivoimetu lentiviiruse transduktsiooni abil,
et ekspresseerida rohelist fluorestsentsvalku ZsGreen1; sailitatakse poliiklonaalse populatsioonina puromiitsiini
selektsiooni all (1-5 pg/mL). S1/BSL-1 ohutustase.

Organism Inimene
Tissue Metastaatiline
Disease Rinna adenokartsinoom

Metastatic site Pleuraefusioon

Omadused
Age 51 aastat
Gender Naised
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Ethnicity Kaukaasia
Morphology Epiteel
Growth Kinnipeetav
properties

Regulatiivsed andmed

Citation MDA-MB-231-GFP (Cytioni katalooginumber 305691)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_E2QK

GMO Status GMO-S1: See rakuliin sisaldab stabiilselt integreeritud ZsGreen1 rohelist fluorestsentsvalku, mis on
viidud sisse replikatsioonivoimetu lentiviiruse transduktsiooni teel. Saadud poliiklooniline
rakupopulatsioon hoiti puromiitsiini selektsiooni all (1-5 pg/mL). Ndutav on S1-ohutustase. See
klassifikatsioon kehtib ainult Saksamaal ja voib mujal erineda.

Biomolekulaarsed andmed

Protein GFP
expression
Antigen ZsGreenl (roheline fluorestsentsvalk)
expression
Mutational Mutatsioon: p.Gly464Val, heterosiigootne; Mutatsioon: p.Gly13Asp, heterosligootne; Mutatsioon: p.Arg280Lys,
profile homosiigootne
Tootlemine
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L gliikoosi, w: 1,6 mM L-glutamiini, w: 15 mM HEPES, w: 1,0 mM
Medium naatriumpliruvaati, w: 1,2 g/L NaHCO3 (Cytion 820400a)
Supplements Taiendada keskkonda 5% FBS-ga
Dissociation Accutase
Reagent
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Freeze Kriiosdilitusvedelikuna kasutame tdielikku kasvukeskkonda + 10% DMSO, et tagada piisav elujdulisus parast
medium sulatamist.

Thawing and

Culturing Cells

1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jaaga, et sdilitada
optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sdilitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sdilimine, voi jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jaaklomp.

4. Tehke koik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Tsentrifuugige segu 5 minutit 200 x g juures, visake ettevaatlikult dra kiilmutusvedelikku sisaldav
supernatant.

7. Jargige punktis "Taastamisjargne taastamine" kirjeldatud menetlust

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%C02’ niisutatud atmosfaar.

Flask Coating Puudub

Freezing

Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Shipping

Conditions Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvotmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.

Séilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
Uleviimist.

Kvaliteedikontroll ja molekulaaranaliiiis
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