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Vispariga informacija

Description
MDA-MB-231-GFP ir plasi izmantotas cilvéka krats véZa Stinu linijas MDA-MB-231 fluorescences markéts variants,

kas genétiski modificéts, lai ar lentivirusa transdukcijas palidzibu ekspresétu zalo fluorescéjoso proteinu (GFP).
Si modifikacija lauj reallaika vizualizét un kvantificét audzéja $inu dinamiku gan in vitro, gan in vivo, atvieglojot
detalizétu audzé&ja un stromas mijiedarbibas, Stinu proliferacijas un metastazu izplatibas analizi. Sakotnéja MDA-
MB-231 linija ir ieglita no pleiras izdalijumiem pacientei ar triskarsi negativo krits vézi (TNBC) un izrada
agresivu, invazivu uzvedibu ar mezenhimalo fenotipu, tadéjadi kliistot par pamata modeli TNBC patofiziologijas
un rezistences pret arstésanu izpétei.

Kokulttiras eksperimentos ar cilveka mezenhimalajam cilmes/stromas Siinam (MSC) MDA-MB-231-GFP Siinas ir
paradijusas ievérojami pastiprinatu proliferaciju un audzéja veicinoSu uzvedibu. Pétljumi liecina, ka Sim efektam
izSkirosa nozime ir tieSajam kontaktam ar MSC, nevis tikai SkistoSajiem faktoriem. Konkréti, kopkultiira ar MSC
péc cetram dienam salidzinajuma ar monokultiiru izraisija MDA-MB-231-GFP siinu proliferacijas pieaugumu par
39,5 % un inducé&ja CD90 ekspresiju dala krits véza Stinu — Sis markieris standarta apstaklos netiek ekspreséts.
S1 MSC izraisita CD90 ekspresija prasija tie3u $linu savstarpéjo mijiedarbibu un tika dalgji inhibéta, bloké&jot $Gnu
savienojumus vai Notch signalcelu, kas liecina par specifisku starpstinu komunikacijas celu iesaistiSanos.

In vivo MDA-MB-231-GFP Stinu un MSC vienlaiciga injiceSana imindeficitiem NOD/scid pelém izraisija aptuveni
desmitkartigu audzéja tilpuma palielinasanos un paaugstinatu metastazésanas potencialu salidzinajuma ar
vienigi véZa $inu injicésanu. Siem audzéjiem bija paaugstinata vaskularizacija un lielaka dzivotspéja, un tajos
saglabajas neliela CD90-pozitiva populacija, kas apstiprina in vitro iegltos rezultatus. Kopuma Sie pétijumi
pozicioné MDA-MB-231-GFP ka uzticamu modeli audzéja un stromas mijiedarbibas, MSC izraisitas fenotipiskas
plastiskuma un audzéja progresésanas mehanismu izpétei triskarsi negativa krits véza gadijuma.

Genétiska modifikacija: stabili modificéts ar replikacijas nespéjigu lentivirusa transdukciju, lai ekspresétu
ZsGreenl zalas fluorescences proteina reporteru; tiek uzturéts ka poliklonala populacija puromicina selekcijas
apstaklos (1-5 pg/ml). S1/BSL-1 drosibas limenis.

Organism Cilvéks
Tissue Metastatisks
Disease Krats adenokarcinoma

Metastatic site Pleiras izsvidums

Raksturojums
Age 51 gads
Gender Sievietes
Ethnicity Kaukazietis
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Morphology Epitélija
Growth Adherent
properties
Normativie dati
Citation MDA-MB-231-GFP (Cytion kataloga numurs 305691)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_E2QK

GMO Status GMO-S1: ST $0nu linija satur stabili integrétu ZsGreen1 zalas fluorescences proteina reporteru, kas
ievadits, izmantojot replikacijas nespéjigu lentivirusa transdukciju. legtta poliklonala stinu populacija
tika uzturéta puromicina selekcijas apstaklos (1-5 ug/ml). NepiecieSsama S1 dro$ibas klase. St
klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un citas valstis var atskirties.

Biomolekularie dati

Protein GFP
expression
Antigen ZsGreenl (zalais fluorescéjosais proteins)
expression
Mutational Mutacija: p.Gly464Val, heterozigots; Mutacija: p.Gly13Asp, heterozigots; Mutacija: p.Arg280Lys, homozigots
profile
Darbs ar
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glikozes, w: 1,6 mM L-glutamina, w: 15 mM HEPES, w: 1,0 mM natrija piruvata,
Medium w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cytion 820400a)
Supplements Papildinat barotni ar 5% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
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Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni + 10% DMSO, lai nodrosinatu
medium pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas.

Thawing and

Culturing Cells

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek satitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemSanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitéjas kultivésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gdens vanna ar tiru tdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifligas mégené, kura ir 8
mlistabas temperaturas barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Maisijumu centrifugé pie 200 x g 5 mindtes, virsgatavumu, kas satur sasaldésanas barotni, uzmanigi
izmet.

7. Veikt procediiru, kas aprakstita sadala "Atjaunosana péc atkausésanas"

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%C02’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating Neviens

Freezing

Procedure Kriokonservétas Stinu linijas tiek satitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Shipping

Conditions Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperattru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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Storage

Conditions llgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni -150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatlra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole un molekulara analize
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