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VISPARIGA INFORMACIJA

Apraksts

A375-GFP ir genétiski modificéts cilvéka laundabigas melanomas sanu linijas A375 variants, kas stabili ekspresé pastiprinatu zalo
fluorescéjoSo proteinu (eGFP). Sakotnéja A375 Sanu linija ir iegdta no pieaugusa pacienta adas melanomas audzéja un tiek plasi izmantota
ka adas melanomas modelis, jo Tpasi pétfjumos, kas saistiti ar onkogéno BRAF signalcelu, jo taja ir BRAF V600E mutéacija. ST mutacija
izraisa MAPK/ERK signalcela konstitutivu aktivaciju, veicinot Stnu proliferaciju un izdzivoSanu, tadéjadi padarot A375 Sinas |oti piemérotas
meérktiecigu terapiju, pieméram, BRAF un MEK inhibitoru, izpétei. GFP ekspreséjoSais atvasindjums saglaba Sis molekularas un fenotipiskas
Tpasibas, vienlaikus laujot veikt uz fluorescenci balstitus pétijumus.

Stabila eGFP reportera ieklauSana lauj reallaika vizualizét A375-GFP Slnas gan in vitro, gan in vivo sistémas. Fluorescences attélveidoSana
atvieglo $tnu proliferacijas, migracijas, invazijas un morfologisko izmainu uzraudzibu, ka art audzéja aug$anas un metastazu izplatibas
izsekoSanu ksenotransplantatu modelos. Uzlabotais GFP variants nodroSina labaku spilgtumu un stabilitati salidzinajuma ar agrakajiem GFP
konstruktiem, laujot veikt jutigu noteikSanu pat pie maza Stnu skaita. Tas padara A375-GFP 1paSi noderigu kopkultiiras eksperimentos,
augstas izSkirtspéjas attélveidoSanas platformas un pétijumos, kuros nepiecieSama preciza audzéja Stnu uzvedibas telpiska izSkirtspéja.
A375-GFP saglaba vecaku melanomas linijas agresivo un proliferativo fenotipu, tostarp reagésanu uz MAPK cela inhibitoriem un spéju
invazet un veidot metastazes eksperimentalajos modelos. GFP pievienoSana paplaSina tas pielietojamibu zalu skrininga, dzivo Stnu
attélveidoSana un audzéja un mikroapvidus mijiedarbibas pétijumos. Tapat ka citam ar reporteru markétam sanu linijam, konkrétiem
eksperimentaliem pielietojumiem ieteicams parbaudit fluorescences stabilitati un konsekvenci visas pasazas.

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

Audums Kaja, ada

Slimiba Amelanotiska melanoma

KLASIFIKACIJA

Organisms Cilvéks
Sekss Sieviete
AugSanas 1pasibas Atbalstitajs
GMO statuss GMO-S1

Sikaka informacija par GMO statusu

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.

Biologiskas drosibas limenis 1

IDENTIFIKATORI

Atsauce
A375-GFP (Cytion kataloga numurs 305665)

NCBI nodoklu identifikacijas numurs 9606

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

PAZIMES UN UZNEMIBA

Antigéna ekspresija
ZsGreenl (zalais fluorescéjosais proteins)

Mutaciju profils

Mutacija: BRAF, vienkarsa, p.Val600Glu (c.1799T>A), homozigota (no vecaku Sanu linijas).Mutacija, CDKN2A, vienkarsa, p.Glu61Ter
(c.181G>T) (p.Gly75Val, ¢.224G>T), homozigota (no vecaku Sanu linijas).Mutacija, CDKN2A, vienkarsa, p.Glu69Ter (c.205G>T) (p.Gly83Val,
€.248G>T), homozigota (no vecaku $anu linijas).Mutacija, TERT, Vienkarsa, c.1-146C>T (c.250C>T) (C250T), Neprecizéta,
Piezime=Promotora (no vecaku Stnu linijas).

APSTRADE UN AUDZESANA

Barotne

DMEM, w: 4,5 g/l glikozes, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natrija piruvata (Cytion izstradajuma numurs 820300a)
Inkubacijas vide 37°C, 5%C02, mitrinata atmosféra.

Papildinajumi
Papildinat barotni ar 10% FBS

Disociacijas reagents Accutase

Parstadisana

Nonemt veco barotni no pielipuSajam Sinam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75
kolbam - 5-10 ml. Péc tam pilniba parklajiet Stnas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam
inkubéties istabas temperattra 8-10 minutes, lai tas atdalitos. Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stnas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti
suspendétu, péc tam centrifugéjiet 3 minates ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Sinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Sésanas blivums 1 Iidz 3 x 104 Stnas/cm?

Skidruma atjaunosana 2 lidz 3 reizes nedéla

Atkausésana un kultivéSana

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

KVALITATES KONTROLE UN KRIOKONSERVACIJA

Saldésanas barotne Ka kriokonservéSanas barotni més izmantojam pilnvértigu augSanas barotni + 10% DMSO,
lai nodroSinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkauséSanas.

Uzglabasanas nosacijumi
ligstoSai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapeklr ar tvaika fazi aptuveni -150 Iidz -196 °C temperatdra. Uzglabasana -80 °C
temperatara ir pielaujama tikai ka 1ss starpposms pirms parvietoSanas uz Skidro slapekli.

Piegades nosacijumi

Kriokonservétas Stnu lnijas tiek shtitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai
visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. Péc sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties
parvietojiet flakonus uz atbilstoSu uzglabasanas vietu.
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ZIEDOTAJS

Donora vecums 54 gadi

Etniska piederiba Kaukazietis

JURIDISKIE JAUTAJUMI UN DROSIBA

Drosibas pasakumi

Planojot uzglabat kriokvialu skidra slapeklt turpmakai atkauséSanai, obligati jaievero stingri droSibas pasakumi. Ir nepiecieSami pieméroti
aizsargcimdi un apgeérbs, un, parvietojot sasaldétos paraugus uz $kidra slapekla tvertni vai no tas, ir jalieto sejas maska vai aizsargbrilles. Tas
jadara, lai mazinatu traumu risku, ko var radit iespéjamas kriokriovialu eksplozijas, kas var izraisit asu fragmentu izmeSanu.

Garantija

Uznémuma Cytion més atbalstam savu produktu kvalitati un dzivotspéju.

Més garantéjam, ka masu Snas bis dzivotspéjigas kultivéSanas sakuma 60 dienas péc nosutiSanas no misu razotném.

Més nodrosinam, ka visi materiali atbilst analizes sertifikata un/vai produkta lapa aprakstitajam specifikacijam

Lai iegutu sikaku informaciju, l0dzu, skatiet misu <a href=""/"/Kas més esam/garantija/"" hreflang=""x-default"">Garantijas pazinojumu

NepiecieSams materialu nodoSanas Yes

ligums
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