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Obecné informace

Description
A375-GFP je geneticky modifikovana varianta lidské bunécné linie A375 pochazejici z maligniho melanomu,

ktera stabilné exprimuje zesileny zeleny fluorescenéni protein (eGFP). PGvodni bunécna linie A375 pochazi z
kozniho melanomu dospélého pacienta a je Siroce vyuZivana jako model kozniho melanomu, zejména pro
studie tykajici se onkogenni BRAF signalizace, jelikoZ nese mutaci BRAF V600E. Tato mutace vede ke
konstitutivni aktivaci signalni drahy MAPK/ERK, kterd podporuje proliferaci a pfeziti bunék, diky ¢emuz jsou
buriky A375 vysoce relevantni pro vyzkum cilenych terapii, jako jsou inhibitory BRAF a MEK. Derivat exprimujici
GFP si zachovava tyto molekularni a fenotypové vlastnosti a zaroven umozriuje aplikace zalozené na
fluorescenci.

Stabilni zaclenéni reportéru eGFP umoZzriuje vizualizaci bunék A375-GFP v realném Case jak v systémech in vitro,
tak in vivo. Fluorescenéni zobrazovani usnadriuje sledovani bunééné proliferace, migrace, invaze a
morfologickych zmén, stejné jako sledovani ristu nadoru a Sifeni metastaz v modelech xenotransplantatd.
Vylep$ena varianta GFP poskytuje vyssi jas a stabilitu ve srovnani s drivéjsimi GFP konstrukty, coZ umoziuje
citlivou detekci i pfi malém poctu bunék. Diky tomu je A375-GFP obzvlasté uzitecny v experimentech s
kokulturami, na platformach pro high-content imaging a ve studiich vyzaduijicich presné prostorové rozliseni

chovani nadorovych bunék.

A375-GFP si zachovava agresivni a proliferativni fenotyp materské melanomové linie, véetné citlivosti na
inhibitory signalni drahy MAPK a schopnosti invaze a metastazovani v experimentalnich modelech. Pfidani GFP
rozsifuje jeji vyuZitelnost pro screening [éCiv, zobrazovani Zivych bunék a studie interakci mezi nadorem a
mikroprostredim. Stejné jako u jinych bunécnych linii znacenych reportérem se pro konkrétni experimentalni
aplikace doporucuje ovéreni stability a konzistence fluorescence v pribéhu pasazi.

Geneticka modifikace: Stabilné modifikovano lentivirovou transdukci neschopnou replikace k expresi
reportéru zeleného fluorescencniho proteinu ZsGreen1; udrzovano jako polyklonalni populace pod selekci
puromycinem (1-5 pg/ml). Urover bezpeénosti S1/BSL-1.

Organism Clovék
Tissue Noha, kiize
Disease Amelanoticky melanom

Charakteristika

Age 54 let
Gender Zeny
Ethnicity Kavkazsky

Growth Adherentni
properties
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Regulacni udaje

Citation
Biosafety level

NCBI_TaxID

A375-GFP (katalogové Cislo Cytion 305665)

9606

CellosaurusAccession CVCL_Qz67

GMO Status

GMO-S1: Tato bunécna linie obsahuje stabilné integrovany reportérovy gen zeleného fluorescen¢niho
proteinu ZsGreenl, ktery byl zaveden pomoci lentivirové transdukce s neschopnosti replikace. Vysledna
polyklonalni bunééna populace byla udrzovana pod selekci puromycinem (1-5 pg/ml). Je vyZadovana
bezpecnostni tfida S1. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a v jinych zemich se muze lisit.

Biomolekularni data

Antigen
expression

Mutational
profile

Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

ZsGreenl (zeleny fluorescenéni protein)

Mutace: BRAF, jednoducha, p.Val600Glu (c.1799T>A), homozygotni (z rodi¢ovské bunécéné linie).Mutace,
CDKN2A, jednoducha, p.Glu61Ter (c.181G>T) (p.Gly75Val, c.224G>T), homozygotni (z rodiovské bunécné
linie).Mutace, CDKN2A, jednoducha, p.Glu69Ter (c.205G>T) (p.Gly83Val, ¢.248G>T), homozygotni (z matefské
bunécné linie).Mutace, TERT, jednoduchd, c¢.1-146C>T (c.250C>T) (C250T), nespecifikovana, poznamka = v
promotoru (z materské bunééné linie).

DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (islo vyrobku
Cytion 820300a)

Doplrite médium o 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
barky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné promichejte bunky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.
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Seeding 1az3x10%bunek 2

density

Fluid renewal 2 a7 3krat tydné

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium + 10% DMSO pro zajisténi dostatecné
medium Zivotaschopnosti po rozmrazeni.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, Ze lahvicka z(stane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzZely optimalni teploty.

2. Po obdrZeni bud okamZité uloZte kryovialku pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamzitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezlistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pratokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné oteviete dezinfikovanou lahvi¢ku a pfeneste buné¢nou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivaéniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 200 x g po dobu 5 minut, supernatant obsahujici mrazici médium opatrné
zlikvidujte.

7. Postupujte podle postupu popsaného v ¢asti Obnova po rozmrazeni

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%, 2vihcena atmosféra.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage
Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.
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Kontrola kvality a molekularni analyza
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