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Vispariga informacija

Description
A375 cilvéka melanomas stinu linija, kas izoléta no 54 gadus vecas sievietes pacienta adas ar laundabigu
melanomu, ir nozimigs resurss véZa pétnieciba, jo Tpasi cilvéka melanomas, vienas no agresivakajam adas véza
formam, pétnieciba. A375 Stinu linija ir pazistama ar straujo augSanas atrumu un augsto tumorogéno
potencialu, kas padara tas piemérotas dazadiem eksperimentaliem pielietojumiem, tostarp in vitro pétijjumiem
par Sunu proliferaciju, migraciju un invaziju, ka ari in vivo tumorogézes testiem.
A375 Suinas izrada augstu tumorogéno potencialu iminsistémas nomaktam pelém, veidojot strauji augosas
amelanotiskas melanomas. BRAFV600E mutacijas klatbutne A375 Suinas padara tas loti jutigas pret MEK
inhibiciju, nodroSinot vértigu instrumentu mérktiecigas terapijas izpétei melanomas arstésana. Pieméram, ir
pieradits, ka A375 Stinu arstéSana ar vemurafenibu pastiprina MHC I un Il klases molekulu indukciju, sniedzot
ieskatu melanomas Stinu un imansistémas mijiedarbiba.
Papildus to lomai melanomas pamatpétijumos, A375 Suinas tiek izmantotas zalu skrininga un véza stnu
izdzivoSanas, proliferacijas un metastazu signalcelu izpété. A375 Suinas ir talak izmantotas apoptozes pétijumos,
un A375 izogénas Stinu linijas un reporteru proteinu, pieméram, Luc (luc2), ievieSana lauj pétit génu funkcijas un
reallaika uzraudzit Sinu reakcijas. A375 Stinu piemérotiba ka transfekcijas saimnieks un to izmantosana stabilas
reporteru Stnu linijas ari veicina to daudzpusibu pétniecibas lietojumos.
Kopuma A375 cilvéka melanomas Stinu linija ir batisks instruments cilvéka melanomas izpété, piedavajot
visaptverosu modeli melanomas progresijas molekularo un Stinu mehanismu, terapeitisko lidzeklu efektivitates
un véZza siinu un imansistémas mijiedarbibas izpétei.

Organism Cilvéks

Tissue Ada

Disease Melanoma

Synonyms A 375, A-375, A375-MEL, A375-mel, A375-mel, A375mel

Raksturojums

Age 54 gadi

Gender Sievietes

Morphology Epitélijveidigs

Growth Adherent

properties

Normativie dati
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Citation

A375 (Cytion kataloga numurs 300110)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession  CVCL_0132

Biomolekularie dati

Antigen P53 pozitivs

expression

Tumorigenic Ja, kailam pelém

Mutational BRAF V600Emut

profile

Karyotype A375 Stinam ir raksturigs hipotriploids kariotips ar modalo hromosomu skaitu 62 un devinu markieru
hromosomu klatbiatne katra Stina, kas izce| genétiskas izmainas, kas saistitas ar laundabigo melanomu.

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

Doubling time 20 stundas

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. Pec 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 mindates, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 m| barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifugéjiet
3 mindtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Sinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Seeding 1x10% §l]nas/cm2 4 dienu laika izveidosies konfluents monoslanis.

density
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Fluid renewal 2 lidz 3 reizes nedéla

Post-Thaw Péc atkausésanas izkliedéjiet Stinas uz Skivja ar blivumu 4 x 10% &Ginas/cm? un laujiet Siinam atgaties no
Recovery sasaldésanas procesa un pielipt vismaz 24 stundas.

Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai
medium nodroSinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkauséSanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver

optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu
krioinducéto stresu.

Thawing and

Culturing Cells 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 talitéja
kultivésana.

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

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas 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 temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 min0tes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét stinu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stiinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkultiiru protokolus, lai nodroSinatu nepartrauktu Stnu linijas augSanu un

uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

Incubation
T = P .
Atmosphere 37°C,5 /OCOZ’ mitrinata atmosféra.
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Flask Coating
Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas
vai plates.

Freezing

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

Shipping

Conditions Kriokonservétas Stinu linijas tiek satitas 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.

Storage

Conditions IlgstoSai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni -150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genetiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas

mikoplazmas noteikSanas metodes.

Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdiras katru dienu vizuali parbauda.

HLA aléles A*:'01:01:01, '02:01:01
B*: '44:03:01, '57:01:01
C*:'06:02:01, '16:01:01
DRB1*:'04:05:01,'07:01:01
DQA1*:'02:01:01, '03:03:01
DQB1*:'03:02:01, '03:03:02
DPB1*:'04:01:01
E:'01:01:01,'01:03
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