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Kirjeldus

A375-GFP on inimese pahaloomulise melanoomi rakuliini A375 geneetiliselt muundatud variant, mis ekspresseerib stabiilselt tugevdatud
rohelist fluorestsentsvalku (eGFP). Algrakuliin A375 on saadud tdiskasvanud patsiendi nahamelanoomi kasvajast ja seda kasutatakse
laialdaselt nahamelanoomi mudelina, eriti uuringutes, mis kasitlevad onkogeenset BRAF-signaalimist, kuna see sisaldab BRAF V600E
mutatsiooni. See mutatsioon pdhjustab MAPK/ERK signaalitee konstitutiivset aktiveerumist, soodustades proliferatsiooni ja ellujadmist ning
muutes A375-rakud vaga sobivaks sihtterapiate, nagu BRAF- ja MEK-inhibiitorite uurimiseks. GFP-d ekspresseeriv derivaat séilitab need
molekulaarsed ja fenottilibilised omadused, v6imaldades samal ajal fluorestsentsipdhiseid rakendusi.

eGFP-reporteri stabiilne sisseviimine vdimaldab A375-GFP-rakkude reaalajas visualiseerimist nii in vitro kui ka in vivo siisteemides.
Fluorestsentspildistamine hélbustab rakkude proliferatsiooni, migratsiooni, invasiivsuse ja morfoloogiliste muutuste jalgimist, samuti kasvaja
kasvu ja metastaaside leviku jalgimist ksenotransplantaadi mudelites. Téiustatud GFP-variant pakub varasemate GFP-konstruktsioonidega
vOrreldes paremat heledust ja stabiilsust, vGimaldades tundlikku tuvastamist isegi vaikese rakukoguse korral. See muudab A375-GFP eriti
kasulikuks ko-kultuuri katsetes, suure infosisaldusega pildistamisplatvormidel ning uuringutes, mis nduavad kasvajarakkude kaitumise téapset
ruumilist eraldusv8imet.

A375-GFP sailitab emaliini agressiivse ja proliferatiivse fenotliubi, sealhulgas reageerimisvéime MAPK-signaalitee inhibiitoritele ning
invasiivsuse ja metastaaside tekkimise v8ime eksperimentaalsetes mudelites. GFP lisamine laiendab selle kasutusvéimalusi ravimite
s6elumisel, elusrakkude pildistamisel ning kasvaja ja mikrokeskkonda vahelise interaktsiooni uuringutes. Nagu teistegi reportervalkudega
margistatud rakuliinide puhul, soovitatakse konkreetsete eksperimentaalsete rakenduste jaoks kontrollida fluorestsentsi stabiilsust ja
jarjepidevust erinevate passaazide vahel.

Geneetiline modifikatsioon: stabiilselt modifitseeritud replikatsioonivdimetu lentiviiruse transduktsiooni abil, et ekspresseerida rohelist
fluorestsentsvalku ZsGreenl; séilitatakse polikloonilise populatsioonina puromutsiini selektsiooni all (1-5 pg/mL). S1/BSL-1 ohutustase.

Kude Jalg, nahk

Haigus Amelanootiline melanoom

KLASSIFIKATSIOON

Organism Inimene
Sugu Naine
Kasvuvdéime Jéargija
GMO-staatus GMO-S1

GMO-staatuse Uksikasjad

GMO-S1: This cell line contains a stably integrated ZsGreenl green fluorescent protein reporter introduced via replication-incompetent
lentiviral transduction. The resulting polyclonal cell population was maintained under puromycin selection (1-5 pg/mL). S1 containment is
required. This classification applies only within Germany and may differ elsewhere.

Bioloogilise ohutuse tase 1

TUNNUSED
Viide
A375-GFP (Cytioni katalooginumber 305665)

NCBI maksukood 9606

Cellosaurus CVCL Qz67
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_QZ67

AVALDUMINE JA VASTUVOTLIKKUS

Antigeeni ekspressioon
ZsGreenl (roheline fluorestsentsvalk)

Mutatsiooniprofiil

Mutatsioon: BRAF, lihtne, p.Val600GIu (c.1799T>A), homosugootne (parineb vanemrakuliinist).Mutatsioon, CDKN2A, lihtne, p.Glu61Ter
(c.181G>T) (p.Gly75Val, ¢.224G>T), homosiigootne (parineb vanemrakuliinist).Mutatsioon, CDKN2A, lihtne, p.Glu69Ter (c.205G>T)
(p.Gly83Val, ¢.248G>T), homosuigootne (parineb vanemrakuliinist).Mutatsioon, TERT, lihtne, c.1-146C>T (c.250C>T) (C250T), tdpsustamata,
markus = promootoris (parineb vanemrakuliinist).

KASITLEMINE JA KASVATAMINE

Kasvatuskeskkond

DMEM, w: 4,5 g/L gliikoosi, w: 4 mM L-glutamiini, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM naatriumpiruvaati (Cytioni artikli number 820300a)
Inkubatsiooni keskkond 37°C, 5%CO02, niisutatud atmosfaar.

Toidulisandid

Taiendada sd6tme 10% FBS-ga

Dissotsiatsioonireaktiiv Accutase

Kultuuri edasikasvatamine

Eemaldage kleepunud rakkudelt vana sd6tme ja peske neid PBS-ga, milles puudub kaltsium ja magneesium. T25 kolbide puhul kasutage 3-5
ml PBS-i ja T75 kolbide puhul 5-10 ml. Seejarel katke rakud taielikult Accutase'iga, kasutades 1-2 ml T25 kolbide puhul ja 2,5 ml T75 kolbide
puhul. Laske rakkudel inkubeerida 8-10 minutit toatemperatuuril, et need eralduksid. Parast inkubeerimist segage rakud ettevaatlikult 10 ml
s06tmega, et neid resuspenseerida, seejarel tsentrifuugige 3 minutit 300xg juures. Visake supernatant &ra, suspenseerige rakud uuesti
véarskes keskkonnas ja viige need uutesse kolvidesse, mis sisaldavad juba véarsket keskkonda.

Kiilvitihedus 1 kuni 3 x 104 rakku/cm?2

Vedeliku vahetus 2 kuni 3 korda nadalas

Sulatamine ja kasvatamine

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 200 x g for 5 minutes, carefully discard the supernatant containing freezing medium.

Follow the procedure described under Post-Thaw Recovery

KVALITEEDIKONTROLL JA KRUOKONSERVEERIMINE

Kulmutuskeskkond Kruosadilitusvedelikuna kasutame téielikku kasvukeskkonda + 10% DMSO, et tagada piisav
elujbulisus parast sulatamist.

Sailitamistingimused
Pikaajaliseks sailitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures. Sailitamine temperatuuril -80 °C
on vastuv@etav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga Uleviimist.

Tarne- ja kohaletoimetamistingimused

Kruokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt kiilmutusainet, et sailitada
kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvétmisel kontrollige konteinerit kohe ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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ANNETAJA

Doonori vanus 54 aastat

Etniline kuuluvus Kaukaasia

OIGUSLIKUD JA OHUTUSALASED KUSIMUSED

Ohutusnduded

Kui plaanitakse kriioviaalide sailitamist vedelas lammastikus tulevase sulatamise eesmargil, on kohustuslik jargida rangeid ohutusmeetmeid.
Asjakohased kaitsekindad ja -riietus on hédavajalikud ning kulmutatud proovide vedela lAmmastiku mahutisse v8i mahutist valjaviimisel tuleb
kasutada ndomaski voi kaitseprille. See on vajalik selleks, et vahendada vigastuste ohtu, mis tuleneb v8imalikest kriioviaalide plahvatustest
eemaldamisel, mille tagajéarjel véivad vélja paiskuda teravad killud.

Garantii

Cytion seisab oma toodete kvaliteedi ja elujdulisuse eest.

Me garanteerime, et meie rakud on elujéulised kasvatamise alguses 60 péaeva jooksul parast meie rajatistest saatmist.
Tagame, et kbik materjalid vastavad anallusisertifikaadis ja/voi tootelehel kirjeldatud spetsifikatsioonidele

Taielikke Uksikasju leiate meie <a href="""/Who-we-are/Warranty/"" hreflang="""x-default"">Tagatise avaldusest

Vajalik on materjalide Gileandmise Yes

leping
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