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MDA-MB-231-GFP, yaygin olarak kullanilan MDA-MB-231 insan meme kanseri hiicre hattinin floresan etiketli bir
varyantidir ve lentiviral transdiiksiyon yoluyla yesil floresan proteini (GFP) eksprese edecek sekilde
tasarlanmistir. Bu modifikasyon, hem in vitro hem de in vivo ortamlarda tiimor hiicresi dinamiklerinin gercek
zamanli olarak goriintiilenmesini ve nicelendirilmesini miimkiin kilar; boylece tlimdr-stroma etkilesimleri,
hiicresel proliferasyon ve metastatik davranisin ayrintili analizini kolaylastirir. Ana MDA-MB-231 hatti, iglii
negatif meme kanseri (TNBC) hastasinin plevral efiizyonundan elde edilmistir ve mezenkimal fenotip ile agresif,
invaziv bir davranis sergiler; bu da onu TNBC patofizyolojisi ve tedaviye direnci ¢alismak icin temel bir model
haline getirir.

insan mezenkimal kok/stromal hiicreleri (MSC’ler) ile yapilan ortak kiiltiir deneylerinde, MDA-MB-231-GFP
hiicrelerinin proliferasyonunda ve tiimor tesvik edici davranisinda 6nemli 6l¢lide artis gézlemlenmistir.
Calismalar, bu etki icin ¢oziiniir faktorlerin tek basina etkisinden ziyade MSC’lerle dogrudan temasin kritik
dneme sahip oldugunu gostermistir. Ozellikle, MSC'lerle ortak kiiltiir, tek kiiltiirle karsilastirildiginda dért giin
sonra MDA-MB-231-GFP hiicre cogalmasinda %39,5'lik bir artisa yol agmis ve standart kosullar altinda eksprese
edilmeyen bir belirte¢ olan CD90'in bir meme kanseri hiicresi alt kimesinde ekspresyonunu tetiklemistir.
MSC'lerin indiikledigi bu CD90 ekspresyonu, dogrudan hiicre-hiicre etkilesimini gerektirmis ve gap junction'larin
veya Notch sinyal yolunun bloke edilmesiyle kismen engellenmistir; bu da spesifik hiicreler arasi iletisim
yolaklarinin siirece dahil oldugunu gostermektedir.

in vivo olarak, MDA-MB-231-GFP hiicrelerinin MSC'lerle birlikte immiin yetmezligi olan NOD/scid farelere
enjeksiyonu, sadece kanser hiicrelerinin enjeksiyonuna kiyasla timor hacminde yaklasik on kat artisa ve artmis
metastaz potansiyeline yol agmistir. Bu tiimérler, artmis vaskiilarizasyon ve daha yiiksek canlilik sergiledi ve
azinlikta bir CD90-pozitif poplilasyonu muhafaza ederek in vitro bulgulari destekledi. Bu calismalarin tamami,
MDA-MB-231-GFP'yi liclii negatif meme kanserinde timor-stroma etkilesimlerini, MSC kaynakli fenotipik
plastisiteyi ve timér ilerlemesinin mekanizmalarini arastirmak icin saglam bir model olarak
konumlandirmaktadir.

Genetik modifikasyon: ZsGreen1 yesil floresan protein raportoriinii eksprese etmek tizere replikasyon yetenegi
olmayan lentiviral transdiiksiyon yoluyla stabil bir sekilde modifiye edilmistir; puromisin seleksiyonu (1-5
pg/mL) altinda poliklonal bir popiilasyon olarak muhafaza edilir. S1/BSL-1 giivenlik seviyesinde tutulur.
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Ethnicity Kafkas
Morphology Epitelyal
Growth Yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation MDA-MB-231-GFP (Cytion katalog numarasi 305691)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_E2QK

GMO Status GMO-S1: Bu hiicre hatti, replikasyon yetenegi olmayan lentiviral transdiiksiyon yoluyla eklenen ve kalici
olarak entegre edilmis bir ZsGreen1 yesil floresan protein raportoriinii icerir. Elde edilen poliklonal
hiicre popiilasyonu, puromisin seleksiyonu (1-5 pg/mL) altinda muhafaza edilmistir. S1 giivenlik sinifi
gereklidir. Bu siniflandirma yalnizca Almanya icinde gecerlidir ve baska ilkelerde farklilik gosterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Protein GFP
expression
Antigen ZsGreenl (yesil floresan protein)
expression
Mutational Mutasyon: p.Gly464Val, Heterozigot; Mutasyon: p.Gly13Asp, Heterozigot; Mutasyon: p.Arg280Lys, Homozigot
profile
Ellecleme
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3.1 g/L Glukoz, w: 1.6 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 1.0 mM Sodyum piruvat, w:
Medium 1.2 g/L NaHCO3 (Cytion 820400a)
Supplements Ortami %5 FBS ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent
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Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢dziilme sonrasi canlilik i¢in tam bliylime ortami + %10 DMSO
medium kullaniyoruz.

Thawing and

Culturing Cells

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde gonderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir ajan iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tiim adimlari steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gergeklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice acin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kdiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Karisimi 200 x g'de 5 dakika santrifiijleyin, dondurma ortami iceren stipernatanti dikkatlice atin.

7. Cozulme Sonrasi Kurtarma altinda agiklanan proseduirii izleyin

Incubation
Atmosphere 37°C, %5 > nemlendirilmis atmosfer.

Flask Coating Yok

Freezing

Procedure Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz tizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Shipping

Conditions Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de
saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.
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Kalite Kontrol ve Molekiiler Analiz
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