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Bendra informacija

Description
MDA-MB-231-GFP yra placiai naudojamos Zzmogaus krities vézio lasteliy linijos MDA-MB-231 fluorescenciniu

Zymekliu pazyméta atmaina, genetiskai modifikuota taip, kad per lentivirusine transdukcija ekspresuoty zalia
fluorescuojantj baltyma (GFP). Si modifikacija leidZia realiuoju laiku stebéti ir kiekybiskai jvertinti naviko lasteliy
dinamika tiek in vitro, tiek in vivo, o tai palengvina iSsamia naviko ir stromos saveikos, lasteliy proliferacijos bei
metastazavimo elgsenos analize. Pirminé MDA-MB-231 linija kilusi i$ paciento, sergancio trigubai neigiamu
kraties véziu (TNBC), pleuros iSsiliejimo skyscio ir pasiZzymi agresyviu, invaziniu elgesiu bei mezenchiminiu
fenotipu, todél ji yra pagrindinis modelis TNBC patofiziologijos ir atsparumo gydymui tyrimams.

Atliekant bendros kultliros eksperimentus su Zzmogaus mezenchiminémis kamieninémis/stromos lastelémis
(MSC), MDA-MB-231-GFP lastelés parodé Zymiai sustipréjusia proliferacija ir navika skatinancia elgsena. Tyrimai
parodé, kad Siam efektui lemiama reikSme turi tiesioginis kontaktas su MSC, o ne vien tik tirpas veiksniai.
Konkreciai, bendra kulttira su MSC po keturiy dieny lémé 39,5 % didesne MDA-MB-231-GFP lasteliy proliferacija,
palyginti su monokultdra, ir paskatino CD90 ekspresija tam tikroje krities véZio lasteliy grupéje - tai Zzymuo,
kuris jprastomis sglygomis néra ekspresuojamas. Si MSC sukeliama CD90 ekspresija reikalavo tiesioginés lasteliy
tarpusavio saveikos ir buvo is dalies slopinama blokuojant tarplastelines jungtis arba ,,Notch“ signalizavima, o
tai rodo, kad procese dalyvauja specifiniai tarplasteliniai komunikacijos keliai.

In vivo, kartu susvirkStus MDA-MB-231-GFP lasteles ir MSC j imunodeficitus NOD/scid peles, naviko taris padidéjo
mazdaug deSimt karty, o metastazavimo potencialas sustipréjo, palyginti su atveju, kai buvo susvirkstos tik
véZio lastelés. Sie navikai pasizyméjo padidéjusiu kraujagysliy tankumu ir didesniu gyvybingumu bei i3laiké
nedidele CD90-teigiama populiacija, o tai patvirtina in vitro gautus rezultatus. Apibendrinant, Sie tyrimai leidZia
MDA-MB-231-GFP laikyti patikimu modeliu, skirtu tirti naviko ir stromos saveikas, MSC sukelta fenotipinj
plastiskuma bei naviko progresavimo mechanizmus trigubai neigiamo kriities véZio atveju.

Genetinis modifikavimas: stabiliai modifikuota replikacijos nesugebancios lentivirusinés transdukcijos budu,
kad ekspresuoty Zalia fluorescuojancio baltymo reporterj ,ZsGreen1“; islaikoma kaip polikloniné populiacija,
atrinkta puromicino atrankos budu (1-5 pg/mL). S1/BSL-1 saugumo lygis.

Organism Zmogus
Tissue Metastaziy
Disease Krhties adenokarcinoma

Metastatic site Pleuros idskyros

Charakteristikos
Age 51 metai
Gender Moteris
Ethnicity Kaukazieciy
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Morphology Epitelis
Growth Prigludes
properties

Reguliavimo duomenys

Citation MDA-MB-231-GFP (Cytion katalogo numeris 305691)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_E2QK

GMO Status GMO-S1: Sioje [asteliy linijoje yra stabiliai integruotas Zalios fluorescencijos baltymo ,,ZsGreen1“
reporteris, jvestas naudojant replikacijos nesugebancia lentivirusine transdukcija. Gauta polikloniné
lasteliy populiacija buvo islaikyta atliekant selekcija puromicinu (1-5 pg/mL). Reikalaujamas S1
saugumo lygis. Si klasifikacija galioja tik Vokietijoje ir kitose Salyse gali skirtis.

Biomolekuliniai duomenys

Protein GFP
expression
Antigen ZsGreenl (zaliasis fluorescuojantis baltymas)
expression
Mutational Mutacija: p.Gly464Val, heterozigotiné; mutacija: p.Gly13Asp, heterozigotiné; mutacija: p.Arg280Lys,
profile homozigotiné
Tvarkymas
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l gliukozés, w: 1,6 mM L-glutamino, w: 15 mM HEPES, w: 1,0 mM natrio piruvato,
Medium w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cytion 820400a)
Supplements Papildykite terpe 5 % FBS
Dissociation Accutase
Reagent
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Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiska augimo terpe + 10 % DMSO, kad bty uZtikrintas tinkamas
medium gyvybingumas po atSildymo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis islieka gerai uzsaldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,
kad gabenimo metu bity palaikoma optimali temperatara.

2. Gave iS karto laikykite kriovialg Zemesnéje nei -150 °C temperatiroje, kad uztikrintuméte lasteliy
vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

3. Jeinorite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindami jj j 37 °C temperatiros
vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

4. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
mégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatiiros mitybinés terpés, atsargiai iSmaiSykite.

6. Misinj centrifuguokite 200 x g greiCiu 5 minutes, atsargiai iSmeskite supernatanta su Saldymo terpe.

7. Atlikite procedira, aprasyta skyriuje "Atkdrimas po atSildymo"

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%y drékintoje atmosferoje.

Flask Coating Néra

Freezing

Procedure Kriokonservuotos lagsteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatiira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Shipping

Conditions Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu buty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami ja apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.
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Storage

Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skysta azota mazdaug -150-196 °C temperatiroje.

Laikymas -80 °C temperatiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé ir molekuliné analizé
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