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BENDRA INFORMACIJA

Aprasymas

A375-GFP yra genetiSkai modifikuotas Zzmogaus piktybinés melanomos Igsteliy linijos A375 variantas, kuriame stabiliai ekspresuojamas
sustiprintas Zaliasis fluorescuojantis baltymas (eGFP). Pirminé A375 Iasteliy linija yra gauta iS suaugusio paciento odos melanomos naviko ir
placiai naudojama kaip odos melanomos modelis, ypac tyrimuose, susijusiuose su onkogeniniu BRAF signalizavimu, nes joje yra BRAF
V600E mutacija. Si mutacija sukelia nuolatine MAPK/ERK signalo kelio aktyvacija, skatinan¢ig lasteliy proliferacija ir i§likima, todél A375
lastelés yra labai tinkamos tikslinio gydymo, pavyzdZiui, BRAF ir MEK inhibitoriy, tyrimams. GFP ekspresuojantis variantas iSlaiko Sias
molekulinés ir fenotipines savybes, tuo paciu sudarydamas galimybes taikyti fluorescencijos pagrjstus metodus.

Stabilus eGFP reporterio jterpimas leidZia realiuoju laiku stebéti A375-GFP Igsteles tiek in vitro, tiek in vivo sistemose. Fluorescencinis
vaizdavimas palengvina lasteliy proliferacijos, migracijos, invazijos ir morfologiniy pokyc¢iy stebéjima, taip pat naviko augimo ir metastaziy
plitimo sekima ksenotransplantacijos modeliuose. Patobulintas GFP variantas, palyginti su ankstesniais GFP konstruktas, uZztikrina didesnj
rySkuma ir stabiluma, todel leidzia jautriai aptikti net esant mazam lgsteliy skaiciui. Dél to A375-GFP yra ypa¢ naudinga atliekant bendros
kultdros eksperimentus, naudojant didelés informacijos talpos vaizdinimo platformas ir atliekant tyrimus, kuriuose reikalinga tiksli naviko
lasteliy elgesio erdviné skiriamoji geba.

A375-GFP islaiko pirmines melanomos linijos agresyvy ir proliferacinj fenotipa, jskaitant reakcija | MAPK kelio inhibitorius bei invazijos ir
metastazavimo gebéjimus eksperimentiniuose modeliuose. GFP jtraukimas iSplecia jo pritaikymo galimybes vaisty atrankai, gyvy lasteliy
vaizdinimui ir naviko bei mikroaplinkos saveikos tyrimams. Kaip ir kity reporteriniu Zymekliu pazyméty lasteliy linijy atveju, konkretiems
eksperimentiniams taikymams rekomenduojama patikrinti fluorescencijos stabiluma ir nuosekluma per visus paseliy kartus.

Genetiné modifikacija: stabiliai modifikuota replikacijos nesugebanciu lentivirusiniu transdukavimu, kad ekspresuoty ,ZsGreenl" Zalios
fluorescencijos baltymo reporterj; iSlaikoma kaip polikloniné populiacija, atrinkta puromicinu (1-5 pg/mL). S1/BSL-1 saugumo lygis.

Audinys Kojos, oda

Liga Amelanotiné melanoma

KLASIFIKACIJA

Organizmas Zmogus
Seksas Moteris
Augimo savybés Prisijunges
GMO statusas GMO-S1

ISsami informacija apie GMO statusa

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.

Biologinio saugumo lygis 1

IDENTIFIKATORIAI

Nuoroda
A375-GFP (Cytion katalogo numeris 305665)

NCBI mokesciy identifikavimo kodas 9606

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

ISRAISKA IR JAUTRUMAS

Antigeno ekspresija
ZsGreenl (zaliasis fluorescuojantis baltymas)

Mutacijy profilis

Mutacija: BRAF, paprasta, p.Val600Glu (c.1799T>A), homozigotiné (i tévinés lasteliy linijos).Mutacija, CDKN2A, paprasta, p.Glu61Ter
(c.181G>T) (p.Gly75Val, ¢.224G>T), homozigotiné (iS tévines lasteliy linijos).Mutacija, CDKN2A, paprasta, p.Glu69Ter (c.205G>T)
(p.Gly83Val, c.248G>T), homozigotine (i$ tevines lasteliy linijos).Mutacija, TERT, paprasta, c.1-146C>T (c.250C>T) (C250T), nenurodyta,
pastaba = promotoriuje (i$ tévines lasteliy linijos).

LAIKYMAS IR AUGINIMAS

Maitinamoji terpé

DMEM, §: 4,5 g/l gliukozés, §: 4 mM L-glutamino, $: 3,7 g/l NaHCQO3, §: 1,0 mM natrio piruvato (Cytion gaminio numeris 820300a)
Inkubacijos aplinka 37 °C, 5 %CO02, drékintoje atmosferoje.

Maisto papildai
Papildykite terpe 10 % FBS

Disociacijos reagentas Accutase

Subkultdrinis auginimas

PaSalinkite seng terpe nuo prilipusiy lasteliy ir nuplaukite jas PBS, kuriame néra kalcio ir magnio. T25 kolboms naudokite 3-5 ml PBS, o T75
kolboms - 5-10 ml. Tuomet visiSkai uzpilkite lasteles "Accutase", naudodami 1-2 ml T25 kolboms ir 2,5 ml T75 kolboms. Leiskite lgsteléms
inkubuotis kambario temperatdroje 8-10 minuciy, kad jos atsiskirty. Po inkubacijos atsargiai sumaisykite lgsteles su 10 ml terpés, kad jos vel
suspenduoty, tada 3 minutes centrifuguokite 300xg greiciu. ISmeskite supernatanta, vél sutirpinkite lasteles Sviezioje terpéje ir perkelkite jas
naujas kolbas, kuriose jau yra SvieZia terpé.

Séjos tankis 1-3 x 104 Igstelés/cm?

Skys€iy atnaujinimas 2-3 kartus per savaite

Atsildymas ir auginimas

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

KOKYBES KONTROLE IR KRIOKONSERVAVIMAS

Saldymo terpé Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiSkg augimo terpe + 10 % DMSO, kad baty
uztikrintas tinkamas gyvybingumas po atsildymo.

Laikymo salygos
Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazes skystg azotg mazdaug -150-196 °C temperatiroje. Laikymas -80 °C temperatlroje yra
priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas prie$ perkeliant j skystajj azota.

Pristatymo salygos

Kriokonservuotos Igsteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu kiekiu Saldymo skyscio, kad
pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote, nedelsdami jg apzidrekite ir nedelsdami perkelkite
megintuvélius | tinkama saugykla.
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DONORAS

Donoro amZius 54 metai

Etniné priklausomybeé Kaukazieciy

TEISINIAI IR SAUGOS KLAUSIMAI

Saugos priemonés

Planuojant saugoti kriovaistine skystame azote, kad ateityje ja bty galima atSildyti, batina laikytis griezty saugos priemoniy. Batina maveti
tinkamas apsaugines pirstines ir drabuZius, o perkeliant uzsaldytus meginius j skystojo azoto talpyklg arba i$ jos batina naudoti veido kauke
arba apsauginius akinius. Taip siekiama sumazinti suzeidimy rizikg dél galimo kriokomponenty sprogimo i$émimo metu, kai gali iSsiverZzti
astrus fragmentai.

Garantija

" Cytion" garantuoja savo produkty kokybe ir gyvybinguma.

Garantuojame, kad musy lastelés bus gyvybingos kultdry auginimo pradzioje 60 dieny po iSsiuntimo i§ masy gamyklos.
Uztikriname, kad visos medziagos atitinka analizés sertifikate ir (arba) gaminio lape apraSytas specifikacijas

ISsamig informacija rasite masy <a href=""/Kas mes esame/garantijos/" hreflang=""x-default"">Garantijos pareiSkime

Reikalinga medZiagy perdavimo Yes

sutartis
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