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A375-GFP ir genétiski modificéts cilvéka laundabigas melanomas stinu linijas A375 variants, kas stabili ekspresé
pastiprinatu zalo fluorescéjoso proteinu (eGFP). Sakotné&ja A375 Sunu linija ir ieglita no pieaugusa pacienta adas
melanomas audzéja un tiek plasi izmantota ka adas melanomas modelis, jo 1pasi pétijumos, kas saistiti ar
onkogéno BRAF signalcelu, jo taja ir BRAF V60OE mutacija. ST mutacija izraisa MAPK/ERK signalcela konstitutivu
aktivaciju, veicinot Stinu proliferaciju un izdzivosanu, tadéjadi padarot A375 Slinas loti piemérotas mérktiecigu
terapiju, pieméram, BRAF un MEK inhibitoru, izpétei. GFP ekspreséjosais atvasinajums saglaba sis molekularas
un fenotipiskas ipasibas, vienlaikus laujot veikt uz fluorescenci balstitus p&tijumus.

Stabila eGFP reportera ieklausana lauj reallaika vizualizét A375-GFP Sinas gan in vitro, gan in vivo sistémas.
Fluorescences attélveidosana atvieglo Stinu proliferacijas, migracijas, invazijas un morfologisko izmainu
uzraudzibu, ka ari audzéja augSanas 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 Stinu skaita. Tas padara A375-GFP 1pasi noderigu
kopkultlras eksperimentos, augstas izSkirtspéjas attélveidosanas platformas un pétijumos, kuros nepiecieSama
preciza audzéja Sunu uzvedibas telpiska izskirtspéja.

A375-GFP saglaba vecaku melanomas linijas agresivo un proliferativo fenotipu, tostarp reagéSanu uz MAPK cela
inhibitoriem un spéju invazét un veidot metastazes eksperimentalajos modelos. GFP pievienosana paplasina tas
pielietojamibu zalu skrininga, dzivo Stinu attélveidoSana un audzéja un mikroapvidus mijiedarbibas pétijumos.
Tapat ka citam ar reporteru markétam sunu linijam, konkrétiem eksperimentaliem pielietojumiem ieteicams
parbaudit fluorescences stabilitati un konsekvenci visas pasazas.

Genétiska modifikacija: stabili modificéta 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.

Cilvéks

Kaja, ada

Amelanotiska melanoma

54 gadi

Sievietes

Kaukazietis

Adherent
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Normativie dati

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

A375-GFP (Cytion kataloga numurs 305665)

9606

CellosaurusAccession CVCL_Qz67

GMO Status

GMO-S1: ST $anu linija satur stabili integrétu ZsGreen1 zalas fluorescences proteina reporteru, kas
ievadits, izmantojot replikacijas nespéjigu lentivirusa transdukciju. legiita poliklonala Siinu populacija
tika uzturéta puromicina selekcijas apstaklos (1-5 ug/ml). Nepieciesama S1 drosibas klase. St
klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un citas valstis var atskirties.

Biomolekularie dati

Antigen ZsGreenl (zalais fluorescéjosais proteins)

expression

Mutational Mutacija: BRAF, vienkarsa, p.Val600Glu (c.1799T>A), homozigota (no vecaku sinu linijas).Mutacija, CDKN2A,

profile vienkarsa, p.Glu61Ter (c.181G>T) (p.Gly75Val, c.224G>T), homozigota (no vecaku Stnu linijas).Mutacija, CDKN2A,
vienkarsa, p.Glu69Ter (c.205G>T) (p.Gly83Val, c.248G>T), homozigota (no vecaku Slnu linijas).Mutacija, TERT,
Vienkarsa, c.1-146C>T (c.250C>T) (C250T), Neprecizéta, Piezime=Promotora (no vecaku Sinu linijas).

Darbs ar

Culture 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

Medium izstradajuma numurs 820300a)

Supplements Papildinat barotni ar 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Nonemt veco barotni no pielipusajam Stinam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam
izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75 kolbam - 5-10 ml. P&c tam pilniba parklajiet Stinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml
T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatiira 8-10 mindites, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifuggjiet
3 mindtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendgjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.
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Seeding
density
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Freeze
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Thawing and
Culturing Cells
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Shipping
Conditions

Storage
Conditions

1lidz 3 x 10% §ﬂnas/cm2

2 lidz 3 reizes nedéla

Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni + 10% DMSO, lai nodrosinatu
pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas.

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek satitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemSanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatlra, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama tulitéja
kultivésana.

3. Talitgjas kultivésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pllismas nosiicéja, pirms atvérSanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifligas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Maisijumu centrifugé pie 200 x g 5 minites, virsgatavumu, kas satur sasaldésanas barotni, uzmanigi
izmet.

7. Veikt procediiru, kas aprakstita sadala "Atjaunosana péc atkausésanas"

mitrinata atmosféra.

°C. 59
37°C,5 /OCOZ’

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.
Uzglabasana -80 °C temperattra ir pielaujama tikai ka 1ss starpposms pirms parvietosanas uz skidro slapekli.
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Kvalitates kontrole un molekulara analize
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