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Vseobecné informacie

Description
MDA-MB-231-GFP je fluorescencne znacena varianta Siroko pouzivaného ludského bunkového kmeria rakoviny

prsnika MDA-MB-231, ktora bola geneticky upravena tak, aby prostrednictvom lentivirusovej transdukcie
exprimovala zeleny fluorescencny protein (GFP). Tato modifikdcia umoZriuje vizualizaciu a kvantifikaciu
dynamiky nadorovych buniek v realnom case tak in vitro, ako aj in vivo, ¢o ulahéuje podrobnu analyzu interakcif
medzi nddorom a strémou, bunkovej proliferacie a metastatického spravania. P6vodna bunka MDA-MB-231
pochédza z pleurdlneho vypotku pacientky s trojnasobne negativnou rakovinou prsnika (TNBC) a vykazuje
agresivne, invazivne spravanie s mezenchymovym fenotypom, o z nej robi klicovy model na stidium
patofyzioldgie TNBC a rezistencie voci liecbe.

V experimentoch s ko-kultdrou s ludskymi mezenchymovymi kmeriovymi/stromalnymi bunkami (MSC)
preukazali bunky MDA-MB-231-GFP vyrazne zvy3en( proliferdciu a spravanie podporujlce rast nadoru. Stidie
ukazali, Ze pre tento efekt je rozhodujlci priamy kontakt s MSC, a nie samotné rozpustné faktory. Konkrétne,
spoloc¢na kultivacia s MSC viedla po Styroch dioch k 39,5 % narastu proliferacie buniek MDA-MB-231-GFP v
porovnani s monokultirou a indukovala expresiu CD90 na podskupine buniek rakoviny prsnika — markeru, ktory
sa za Standardnych podmienok neexprimuje. Tato MSC-indukovana expresia CD90 si vyZadovala priamu
interakciu medzi bunkami a bola ¢iastocne inhibovana blokovanim gap junctions alebo Notch signalizacie, ¢o
naznacuje zapojenie Specifickych medzibunkovych komunikaénych drah.

In vivo viedla sibezna injekcia buniek MDA-MB-231-GFP spolu s MSC do imunodeficientnych mysi NOD/scid k
priblizne desatnasobnému zvyseniu objemu nadoru a zvySenému metastatickému potencialu v porovnani s
injekciou samotnych rakovinovych buniek. Tieto nadory vykazovali zvysenu vaskularizaciu a vyssiu
Zivotaschopnost a zachovali si mensinovid populaciu CD90-pozitivnych buniek, o potvrdzuje zistenia in vitro. V
suhrne tieto Studie zaradzuju MDA-MB-231-GFP medzi spolahlivé modely na skimanie interakcii medzi nadorom
a stromou, fenotypovej plasticity indukovanej MSC a mechanizmov progresie nadoru pri trojito negativnom
karcinéme prsnika.

Geneticka modifikacia: Stabilne modifikované replika¢ne nekompetentnou lentivirusovou transdukciou na
expresiu reportérového zeleného fluorescencného proteinu ZsGreenl; udrziavané ako polyklonalna populécia
pri selekcii puromycinom (1-5 pg/ml). Urovef bezpeénosti S1/BSL-1.

Organism Ludské

Tissue Metastatické

Disease Adenokarciném prsnika
Metastatic site Pleuralny vypotok

Charakteristika

Age 51 rokov

Gender Zeny
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Ethnicity Kaukazsky
Morphology Epitelové
Growth Adherent
properties

s, &

Regulacné udaje

Citation MDA-MB-231-GFP (katal6gové &islo Cytion 305691)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_E2QK

GMO Status GMO-S1: Tato bunkova linia obsahuje stabilne integrovany reportérny zeleny fluorescenény protein
ZsGreenl, ktory bol zavedeny prostrednictvom lentivirusovej transdukcie bez schopnosti replikacie.
Vysledna polyklonalna bunkova populacia bola udrZiavana v podmienkach selekcie puromycinom (1-5
ug/ml). Je vyzadované bezpeénostné opatrenie triedy S1. Tato klasifikacia plati iba v Nemecku a v inych
krajinach sa méze lisit.

Biomolekularne udaje

Protein GFP
expression
Antigen ZsGreenl (zeleny fluorescenény protein)
expression
Mutational Mutdcia: p.Gly464Val, heterozygotna; mutacia: p.Gly13Asp, heterozygotnd; mutdcia: p.Arg280Lys, homozygotna
profile
Spracovanie
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 1,6 mM L-glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 1,0 mM pyruvatu sodného,
Medium w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cytion 820400a)
Supplements Dopliite médium o 5 % FBS
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Dissociation Accutase

Reagent

Freeze Ako médium na kryokonzervaciu pouzivame kompletné rastové médium + 10 % DMSO na zabezpecenie
medium primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni.

Thawing and

R 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuji 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 zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injeként liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pricom ju jemne mieSajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

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

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 200 x g pocas 5 minut, supernatant obsahujuci zmrazovacie médium opatrne
zlikvidujte.

7. Postupujte podla postupu opisaného v ¢asti Obnova po rozmrazeni

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Flask Coating Ziadne

Freezing

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

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.
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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie 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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