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Altalanos informaciok

Description
Az MDA-MB-231-GFP a széles korben hasznalt MDA-MB-231 emberi emlérak-sejtvonal fluoreszcens jeloléssel

ellatott valtozata, amelyet Ugy alakitottak ki, hogy lentiviralis transzdukcid révén zold fluoreszcens fehérjét
(GFP) fejezzen ki. Ez a mddositds lehet6vé teszi a tumorsejtek dinamikajanak valos ideji vizualizalasat és
kvantifikalasat mind in vitro, mind in vivo koriilmények kozott, elGsegitve a tumor-stroma kélcsénhatasok, a
sejtproliferacio és a metasztatikus viselkedés részletes elemzését. Az eredeti MDA-MB-231 vonal egy harmas
negativ emlérakban (TNBC) szenvedd beteg pleuralis folyadékgyiilemébdl szarmazik, és agressziv, invaziv
viselkedést mutat mesenchimalis fenotipussal, ami a TNBC patofizioldgidjanak és a kezeléssel szembeni
rezisztencidjanak tanulmanyozasara szolgalo alapveté modellé teszi.

Emberi mezenchimalis 6s-/stromasejtekkel (MSC-k) végzett ko-kultdra-kisérletekben az MDA-MB-231-GFP sejtek
jelentésen fokozott proliferaciot és tumor-el6segité viselkedést mutattak. A vizsgalatok kimutattak, hogy e
hatas szempontjabdl nem csupan az oldhat6 faktorok, hanem az MSC-kkel valé kozvetlen érintkezés is donté
jelentéségli. Konkrétan az MSC-kkel végzett egyiittes tenyésztés négy nap elteltével 39,5%-0s novekedést
eredményezett az MDA-MB-231-GFP sejtek proliferaciéjaban az egysejtli tenyésztéshez képest, és egy
emléraksejt-alcsoportban indukalta a CD90 expresszidjat - egy olyan markert, amely normal koriilmények
kozo6tt nem expresszalddik. Ez az MSC-k altal kivaltott CD90-expresszid kozvetlen sejt-sejt kdlcsonhatast
igényelt, és részben gatolhatd volt a gap-junctionok vagy a Notch-jelatvitel blokkolasaval, ami specifikus
sejtk6zi kommunikacids Utvonalak részvételére utal.

In vivo koriilmények kozott az MDA-MB-231-GFP sejtek és az MSC-k egylittes bejuttatasa immunhianyos
NOD/scid egerekbe a raksejtek 6nallé bejuttatasahoz képest koriilbeliil tizszeresére novelte a tumor térfogatat
és fokozta a metasztatikus potencialt. Ezek a daganatok fokozott érrendszerképzédést és nagyobb
életképességet mutattak, és megorizték a kis szamu CD90-pozitiv populdcidt, alatdamasztva az in vitro
eredményeket. Osszességében ezek a vizsgalatok az MDA-MB-231-GFP-t megbizhat6é modellként pozicionéljak a
tumor-stroma kolcsénhatdsok, az MSC-k altal kivaltott fenotipusos plaszticitas, valamint a harmas negativ
emlérakban a tumorprogresszié mechanizmusainak vizsgalatahoz.

Genetikai médositas: Replikaciéra képtelen lentivirusos transzdukciéval stabilan médositva a ZsGreen1 zéld
fluoreszcens fehérje-riporter expresszidjara; puromicin-szelekcié (1-5 ug/mL) alatt poliklonalis populacidként
fenntartva. S1/BSL-1 biztonsagi szint.

Organism Emberi
Tissue Metasztatikus
Disease Mell adenokarcinéma

Metastatic site Mellhartya folyadékgyiilem

Jellemzok
Age 51 év
Gender NGi
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Ethnicity Kaukazusi
Morphology Epithelialis
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation MDA-MB-231-GFP (Cytion katalégusszam: 305691)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_E2QK

GMO Status GMO-S1: Ez a sejtvonal egy stabilan integralt ZsGreenl z6ld fluoreszcens fehérje-riportgént tartalmaz,
amelyet replikaciora képtelen lentiviralis transzdukcidval juttattak be. A kapott poliklonalis
sejtpopulaciét puromicin-szelekcio (1-5 pg/mL) alatt tartottak fenn. S1-es biztonsagi besorolas
sziikséges. Ez a besorolas kizarélag Németorszag teriiletén érvényes, mas orszagokban eltéré lehet.

Biomolekularis adatok

Protein GFP

expression

Antigen ZsGreenl (zold fluoreszkalo fehérje)

expression

Mutational Mutécio: p.Gly464Val, heterozigdta; Mutacio: p.Gly13Asp, heterozigéta; Mutacio: p.Arg280Lys, homozigdta
profile

A kezelése

Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L gliikéz, w: 1,6 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 1,0 mM natrium-piruvat, w:
Medium 1,2 g/L NaHCO3 (Cytion 820400a)

Supplements A taptalajt 5% FBS-szel egészitsiik ki

Dissociation Accutase

Reagent
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Freeze Krioprezervald taptalajként teljes névekedési taptalajt + 10% DMSO-t hasznalunk a megfeleld kiolvasztas utani
medium életképesség érdekében.

Thawing and

Culturing Cells

1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen
szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullt -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids tiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomé nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és felnyitas elétt
fertétlenitstk a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletli taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugéljuk az elegyet 200 x g-nél 5 percig, a fagyasztokozeget tartalmazo feliiluszot Gvatosan dobjuk
el.

7. Kovesse a felolvasztas utani helyreallitasnal leirt eljarast

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, parasitott légkor.

Flask Coating Nincs

Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegend6 hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfelels tarolhelyre.
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Storage

Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabol helyezze az livegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, koriilbeliil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel el6tt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés
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