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Bendra informacija

Description
A375-GFP yra genetiskai modifikuotas Zmogaus piktybinés melanomos lasteliy linijos A375 variantas, kuriame

stabiliai ekspresuojamas sustiprintas zaliasis fluorescuojantis baltymas (eGFP). Pirminé A375 lasteliy 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, skatinancia lasteliy proliferacija ir iSlikima, 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 lasteles tiek in vitro, tiek in vivo
sistemose. Fluorescencinis vaizdavimas palengvina lasteliy proliferacijos, migracijos, invazijos ir morfologiniy
pokyciy stebéjima, taip pat naviko augimo ir metastaziy plitimo sekima ksenotransplantacijos modeliuose.
Patobulintas GFP variantas, palyginti su ankstesniais GFP konstruktas, uztikrina didesnj rysSkuma ir stabiluma,
todél leidzia jautriai aptikti net esant mazam lasteliy skaiciui. Dél to A375-GFP yra ypac naudinga atliekant
bendros kultlros eksperimentus, naudojant didelés informacijos talpos vaizdinimo platformas ir atliekant
tyrimus, kuriuose reikalinga tiksli naviko lasteliy elgesio erdviné skiriamoji geba.

A375-GFP islaiko pirminés 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 paséliy kartus.

Genetiné modifikacija: stabiliai modifikuota replikacijos nesugebanciu lentivirusiniu transdukavimu, kad
ekspresuoty ,,ZsGreen1“ Zalios fluorescencijos baltymo reporterj; iSlaikoma kaip polikloniné populiacija,
atrinkta puromicinu (1-5 pg/mL). S1/BSL-1 saugumo lygis.

Organism Zmogus
Tissue Kojos, oda
Disease Amelanotiné melanoma

Charakteristikos

Age 54 metai
Gender Moteris
Ethnicity Kaukazieciy

Growth Prigludes
properties
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Reguliavimo duomenys

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

A375-GFP (Cytion katalogo numeris 305665)

9606

CellosaurusAccession CVCL_Qz67

GMO Status

GMO-S1: Sioje Iasteliy linijoje yra stabiliai integruotas Zalios fluorescencijos baltymo ,,ZsGreen1“
reporteris, jvestas naudojant replikacijos nesugebancia lentivirusine transdukcija. Gauta polikloniné
lasteliy populiacija buvo islaikyta atliekant selekcija puromicinu (1-5 pg/mL). Reikalaujamas S1
saugumo lygis. Si klasifikacija galioja tik Vokietijoje ir kitose Salyse gali skirtis.

Biomolekuliniai duomenys

Antigen ZsGreenl (Zaliasis fluorescuojantis baltymas)

expression

Mutational Mutacija: BRAF, paprasta, p.Val600Glu (c.1799T>A), homozigotiné (i tévinés lasteliy linijos).Mutacija, CDKN2A,

profile paprasta, p.Glu61Ter (c.181G>T) (p.Gly75Val, c.224G>T), homozigotiné (i tévinés lasteliy linijos).Mutacija,
CDKN2A, paprasta, p.Glu69Ter (c.205G>T) (p.Gly83Val, c.248G>T), homozigotiné (is tévinés lasteliy
linijos).Mutacija, TERT, paprasta, c.1-146C>T (c.250C>T) (C250T), nenurodyta, pastaba = promotoriuje (i$ tévinés
lasteliy linijos).

Tvarkymas

Culture DMEM, §: 4,5 g/l gliukozés, §: 4 mM L-glutamino, $: 3,7 g/l NaHCO3, $: 1,0 mM natrio piruvato (Cytion gaminio

Medium numeris 820300a)

Supplements Papildykite terpe 10 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Pasalinkite sena 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 lasteléms inkubuotis kambario temperatiiroje 8-10 minuciy, kad jos
atsiskirty. Po inkubacijos atsargiai sumaisykite lasteles su 10 ml terpés, kad jos vél suspenduoty, tada 3 minutes
centrifuguokite 300xg greiciu. ISmeskite supernatanta, vél sutirpinkite lasteles Sviezioje terpéje ir perkelkite jas j
naujas kolbas, kuriose jau yra Sviezia terpé.
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Seeding 1-3x 10% [35tles/cm?

density

Fluid renewal 2-3 kartus per savaite

Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiskg augimo terpe + 10 % DMSO, kad baty uztikrintas tinkamas
medium gyvybingumas po atsildymo.

Thawing and

Culturing Cells

1. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uzsaldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,
kad gabenimo metu bity palaikoma optimali temperatara.

2. Gave i karto laikykite kriovialg Zemesnéje nei -150 °C temperatiroje, kad uztikrintuméte lasteliy
vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

3. Jeinorite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindami jj j 37 °C temperatiros
vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundZziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

4. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, priesS atidarydami kriovialag
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
meégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatlros mitybinés terpés, atsargiai iSmaisykite.

6. Misinj centrifuguokite 200 x g greiCiu 5 minutes, atsargiai iSmeskite supernatanta su Saldymo terpe.

7. Atlikite procediira, aprasytg skyriuje "Atkdrimas po atSildymo"

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%y drékintoje atmosferoje.

Shipping

Conditions Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu bity palaikoma mazdaug -78 °C temperatiira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Storage

Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skysta azota mazdaug -150-196 °C temperatiroje.
Laikymas -80 °C temperaturoje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.
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Kokybés kontrolé ir molekuliné analizé
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