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Description
A375 inimese melanoomi rakuliin, mis on isoleeritud 54-aastase pahaloomulise melanoomiga naispatsiendi
nahast, on oluline ressurss vahiuuringutes, eriti inimese melanoomi uurimisel, mis on liks agressiivseimaid
nahavéahi vorme. A375 rakuliin on tuntud oma kiire kasvu ja kdrge tuumorigeense potentsiaali poolest, mis
muudab need sobivaks mitmesugusteks eksperimentaalseteks rakendusteks, sealhulgas in vitro uuringuteks
rakkude proliferatsiooni, migratsiooni ja invasiivsuse kohta, samuti in vivo tuumorigeense analiiliside jaoks.
A375 rakud naitavad korget tuumorigeenset potentsiaali immunosupresseeritud hiirtel, moodustades kiiresti
kasvavaid amelanotootilisi melanoome. BRAFV600E mutatsiooni esinemine A375 rakkudes muudab need vaga
tundlikuks MEK inhibeerimise suhtes, pakkudes vaartuslikku vahendit melanoomi ravis sihtotstarbeliste
ravimeetodite uurimiseks. Nditeks on naidatud, et A375 rakkude ravi vemurafenibiga suurendab MHC I ja Il klassi
molekulide indutseerimist, pakkudes lilevaate melanoomi rakkude ja immuunsiisteemi vahelistest
interaktsioonidest.
Lisaks oma rollile melanoomi alusuuringutes kasutatakse A375 rakke ravimite soelumisel ja vahirakkude
ellujd@amise, proliferatsiooni ja metastaaside tekkega seotud signaaliteede uurimisel. A375 rakke on kasutatud
ka apoptoosi uuringutes ning A375 isogeensed rakuliinid ja reportervalkude nagu Luc (luc2) kasutuselevott
voimaldavad uurida geenide funktsiooni ja jalgida rakkude reaktsioone reaalajas. A375 rakkude sobivus
transfektsiooni peremeesrakkudeks ja nende kasutamine stabiilsetes reporterrakuliinides aitab kaasa nende
mitmekdlgsusele teadusuuringutes.
Kokkuvottes on A375 inimese melanoomi rakuliin oluline vahend inimese melanoomi uurimisel, pakkudes
terviklikku mudelit melanoomi progresseerumise molekulaar- ja rakumehhanismide, ravimite efektiivsuse ning
vahirakkude ja immuunsiisteemi vahelise interaktsiooni uurimiseks.

Organism Inimene

Tissue Nahk

Disease Melanoom

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

Omadused

Age 54 aastat

Gender Naised

Morphology Epiteelilaadsed

Growth Kinnipeetav

properties
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Regulatiivsed andmed

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

A375 (Cytioni katalooginumber 300110)

9606

CVCL_0132

Biomolekulaarsed andmed

Antigen
expression

Tumorigenic

P53 positiivne

Jah, alasti hiirtel

Mutational BRAF V600Emut

profile

Karyotype A375 rakke iseloomustab nende hiipotriploidne kariottiiip, mille modaalne kromosoomide arv on 62, ja liheksa
markerkromosoomi olemasolu igas rakus, mis toob esile pahaloomulise melanoomiga seotud geneetilised
muutused.

Tootlemine

Culture DMEM, w: 4,5 g/L gliikoosi, w: 4 mM L-glutamiini, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM naatriumpiiruvaati (Cytioni artikli

Medium number 820300a)

Supplements Taiendada sé6tme 10% FBS-ga

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 20 tundi

Subculturing Eemaldage kleepunud rakkudelt vana s66tme ja peske neid PBS-ga, milles puudub kaltsium ja magneesium.
T25 kolbide puhul kasutage 3-5 ml PBS-i ja T75 kolbide puhul 5-10 ml. Seejarel katke rakud taielikult
Accutase'iga, kasutades 1-2 ml T25 kolbide puhul ja 2,5 ml T75 kolbide puhul. Laske rakkudel inkubeerida 8-10
minutit toatemperatuuril, et need eralduksid. Parast inkubeerimist segage rakud ettevaatlikult 10 ml s66tmega,
et neid resuspenseerida, seejarel tsentrifuugige 3 minutit 300xg juures. Visake supernatant ara, suspenseerige
rakud uuesti varskes keskkonnas ja viige need uutesse kolvidesse, mis sisaldavad juba varsket keskkonda.
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Seeding 1x 10% rakku/cm? annab 4 p4eva jooksul konfluentse monokihi.

density

Fluid renewal 2 kuni 3 korda nadalas

Post-Thaw Parast sulatamist asetage rakud plaadile tihedusega 4 x 10* I'akk”/cmzja laske rakkudel kiilmutamisprotsessist
Recovery taastuda ja kinnituda vahemalt 24 tunni jooksul.

Freeze Kriiosdilitusvedelikusena kasutame taielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujoulisus
medium pdrast sulatamist, vdi CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja

metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada taastumist ja vahendada kriiostressi.

Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jaaga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sdilitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sdilimine, voi jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke koik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake ulejadnud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sootmekeskkond lihte T25 kolbi, et soodustada rakkude tdhusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades

usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% 5 niisutatud atmosfaar.
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Flask Coating
Optimaalse kinnitumise ja elujSulisuse tagamiseks parast sulatamist soovitame kasutada kollageeniga kaetud
koldeid voi plaate.

Freezing

Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadaga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvotmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Shipping

Conditions Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Storage

Conditions Pikaajaliseks sailitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.
Sailitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult liihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
Uleviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pohiste analiiliside kui ka luminestsentsil pohinevate

miikoplasma tuvastamise meetodite abil.

Bakteriaalse, seene- v6i parmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.

HLA alleles 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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