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Lidska melanomova bunécna linie A375, izolovana z kiiZe 54leté pacientky s malignim melanomem, je
vyznamnym zdrojem pro vyzkum rakoviny, zejména pro studium lidského melanomu, jedné z nejagresivnéjsich
forem rakoviny kiize. Bunécna linie A375 je znama svou rychlou rychlosti ristu a vysokym tumorigennim
potencialem, diky ¢emuz je vhodna pro riizné experimentalni aplikace, véetné in vitro studii bunééné
proliferace, migrace a invaze, jakoZ i in vivo testd tumorigenese.

Buriky A375 vykazuiji vysoky tumorigenni potencial u imunokompromitovanych mysi, kde tvofi rychle rostouci
amelanotické melanomy. Pfitomnost mutace BRAFV600E v burikach A375 je ¢ini vysoce citlivymi na inhibici
MEK, coZ je cennym nastrojem pro vyzkum cilenych terapii v [é¢bé melanomu. Bylo napfiklad prokazano, ze
lé¢ba bunék A375 vemurafenibem zvy3uje indukci molekul MHC tfidy | a I, coZ poskytuje vhled do interakci mezi
burikami melanomu a imunitnim systémem.

Kromé své role v zakladnim vyzkumu melanomu se burky A375 pouzivaji pfi screeningu léCiv a pfi zkoumani
signalnich drah podilejicich se na preziti, proliferaci a metastazovani rakovinnych bunék. Buriky A375 byly dale
vyuZity ve studiich apoptdzy a izogenni bunécné linie A375 a zavedeni reportérovych proteind, jako je Luc (luc2),
umoznuji studium funkce gend a monitorovani bunéénych reakci v realném case. Vhodnost bunék A375 jako
hostiteld transfekce a jejich pouZiti ve stabilnich reportérovych bunécnych liniich také prispiva k jejich
v3estrannosti ve vyzkumnych aplikacich.

Souhrnné lze fici, Ze lidska melanomova bunécna linie A375 je klicovym nastrojem ve vyzkumu lidského
melanomu a nabizi komplexni model pro studium molekularnich a bunéénych mechanism, které jsou
zakladem progrese melanomu, Gcinnosti terapeutickych latek a interakce mezi rakovinnymi burikami a
imunitnim systémem.

Clovék

Melanom

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

54 let

Zeny

Epitelu podobné

Adherentni
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Regulacni udaje

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

s v

A375 (katalogové cislo Cytion 300110)

9606

CVCL_0132

Biomolekularni data

Antigen
expression

Tumorigenic

P53 pozitivni

Ano, u nahych mysi

Mutational BRAF V600Emut
profile
Karyotype Buriky A375 se vyznaluji hypotriploidnim karyotypem s modalnim po¢tem chromozom? 62 a pfitomnosti deviti
markerovych chromozomi v kazdé burice, coZ poukazuje na genetické zmény spojené s malignim melanomem.
» L4
Zpracovani
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku
Medium Cytion 820300a)
Supplements Doplrite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Doubling time 20 hodin
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 pripravkem Accutase, pricemz pouZijte 1-2 ml pro
bariky 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 buriky 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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Split ratio Doporuuje se pomér 1:3 a7 1:8

Seeding 1x 10% bunék/cm? vytvori konfluentni monovrstvu b&hem 4 dnd.

density

Fluid renewal 2 a7 3krat tydné

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste buriky v mnoZstvi 4 x 10* bunék/cm2 a nechte je alespon 24 hodin zotavit se z procesu
Recovery zmrazeni a pfilnout.

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které

obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zlstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrZely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamzité uloZte 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 ponorenim 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 pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvi¢ku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultiva¢niho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivacniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivacni barnky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. DodrzZujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunééné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.
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Incubation

Atmosphere 37°C,5 %coz’ zvlhéena atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchycenf a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporuc¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky
potaZené kolagenem.

Freezing

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

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji 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 lahvicky 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 pfijatelné pouze jako kratky prfechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunééné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.

Profil STR Amelogenin: x,x
CSF1PO: 11,12
D13S317:11,14
D16S539:9
D5S818: 12
D7S820: 9
THO1: 8
TPOX: 8,1
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Alely HLA 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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