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Yleisia tietoja

Description
A375-GFP on ihmisen pahanlaatuisen melanooman solulinjan A375 geneettisesti muunnettu variantti, joka

ilmentda vakaasti tehostettua vihreaa fluoresoivaa proteiinia (eGFP). Alkuperdinen A375-solulinja on peréisin
aikuispotilaan ihomelanoomakasvaimesta, ja sita kdytetaan laajalti ihomelanooman mallina, erityisesti
tutkimuksissa, jotka liittyvat onkogeeniseen BRAF-signalointiin, silla se kantaa BRAF V600E -mutaatiota. Tama
mutaatio johtaa MAPK/ERK-signalointireitin jatkuvaan aktivoitumiseen, mikd edistaa solujen lisddntymista ja
selviytymista ja tekee A375-soluista erittdin merkityksellisida kohdennettujen hoitojen, kuten BRAF- ja MEK-
estdjien, tutkimuksessa. GFP:td ilmentédva johdannainen sdilyttda nama molekyyliset ja fenotyyppiset
ominaisuudet samalla kun se mahdollistaa fluoresenssipohjaiset sovellukset.

eGFP-raportoijan vakaa sisallyttdminen mahdollistaa A375-GFP-solujen reaaliaikaisen visualisoinnin seka in
vitro- ettd in vivo -jarjestelmissa. Fluoresenssikuvantaminen helpottaa solujen proliferaation, migraation,
invaasion ja morfologisten muutosten seurantaa seka kasvaimen kasvun ja metastaattisen levidmisen
seurantaa ksenotransplantaattimalleissa. Tehostettu GFP-variantti tarjoaa paremman kirkkauden ja vakauden
verrattuna aikaisempiin GFP-konstruktioihin, mikd mahdollistaa herkan havaitsemisen jopa pienilla
solumaarilla. Tama tekee A375-GFP:sta erityisen hyodyllisen yhteisviljelykokeissa, korkean sisallon
kuvantamisalustoilla seka tutkimuksissa, jotka vaativat tarkkaa spatiaalista resoluutiota kasvainsolujen
kayttaytymisen tarkastelussa.

A375-GFP sailyttaa emomelanoomalinjan aggressiivisen ja proliferaatiivisen fenotyypin, mukaan lukien
herkkyyden MAPK-reitin estdjille seka invaasio- ja metastaasikyvyn kokeellisissa malleissa. GFP:n lisédminen
laajentaa sen kadyttokelpoisuutta ladkeaineiden seulonnassa, eldvien solujen kuvantamisessa seka kasvaimen ja
mikroympariston valisten vuorovaikutusten tutkimuksissa. Kuten muidenkin raportointigeenilla merkittyjen
solulinjojen kohdalla, fluoresenssin vakauden ja yhdenmukaisuuden validointi soluviljelmien siirtojen valilla on
suositeltavaa tiettyja kokeellisia sovelluksia varten.

Geneettinen muuntelu: Stabiilisti muunnettu replikaatiokyvyton lentiviruksen valityksellad ilmentdamaan
ZsGreenl-vihreaa fluoresoivaa proteiinireportteria; ylldpidetaan polyklonaalisena populaationa
puromysiinivalinnassa (1-5 pg/mL). S1/BSL-1-turvaluokitus.

Organism Ilhminen

Tissue Jalka, iho

Disease Amelanoottinen melanooma
Ominaisuudet

Age 54 vuotta

Gender Nainen

Ethnicity Kaukasialainen
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Growth Tarttuva
properties
Saantelytiedot
Citation A375-GFP (Cytionin tuotenumero 305665)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_Qz67

GMO Status GMO-S1: Tama solulinja sisaltaa stabiilisti integroidun ZsGreenl-vihrean fluoresoivan proteiinin
raportointigeenin, joka on tuotu soluun replikaatiokyvyttoman lentiviruksen valityksellad. Tuloksena
saatu polyklonaalinen solupopulaatio yllépidettiin puromysiiniselektiossa (1-5 pg/ml). S1-turvaluokitus
vaaditaan. Tama luokitus koskee vain Saksaa ja voi olla erilainen muualla.

Biomolekyylitiedot

Antigen ZsGreenl (vihrea fluoresoiva proteiini)

expression

Mutational Mutaatio: BRAF, yksinkertainen, p.Val600Glu (c.1799T>A), homotsygoottinen (peréisin

profile emosolulinjasta).Mutaatio, CDKN2A, yksinkertainen, p.Glu61Ter (c.181G>T) (p.Gly75Val, c.224G>T),

homotsygoottinen (peraisin vanhemman solulinjasta).Mutaatio, CDKN2A, yksinkertainen, p.Glu69Ter (c.205G>T)
(p.Gly83Val, c.248G>T), homotsygoottinen (peraisin emosolulinjasta).Mutaatio, TERT, yksinkertainen, c.1-
146C>T (c.250C>T) (C250T), maarittelematon, huomautus = promootorissa (perdisin vanhemman solulinjasta).

Kasittely
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukoosia, w: 4 mM L-glutamiinia, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natriumpyruvaattia (Cytionin
Medium artikkelinumero 820300a)
Supplements Taydennetdan elatusainetta 10 %:lla FBS:[la
Dissociation Accutase
Reagent
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Subculturing Poista vanha valiaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll3, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta
T25-pulloissa 3-5 ml PBS:4a ja T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan Accutase-valmisteella,
kadyttden 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen inkuboitua huoneenlammdssa 8-10
minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jadlkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n valiaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havitad supernatantti,
suspendoi solut uudelleen tuoreeseen valiaineeseen ja siirrd ne uusiin pulloihin, jotka sisaltavat jo tuoretta

véliaineita.
Seeding 1-3x 10 solua/cm?
density
Fluid renewal 2-3 kertaa viikossa
Freeze Kryosailytysmediana kaytamme tdydellistd kasvualustaa + 10 % DMSO:ta, jotta elinkelpoisuus olisi riittava
medium sulatuksen jélkeen.
Thawing and
Culturing Cells 1. Varmista, ettd injektiopullo pysyy syvajaadytettyna toimitettaessa, silld solut kuljetetaan kuivajaassa,
jotta optimaalinen l@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetadn valittomasti alle -150 °C:n [dmpotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vettd ja mikrobiladkettd, ja sekoittamalla sitd varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes jaasta on
jaljella pieni jaamohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirra solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka siséltda 8
ml huoneenlampdista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 200 x g:n voimakkuudella 5 minuuttia ja hévitd varovasti pakastusmediaa sisaltava
supernatantti.

7. Noudatetaan kohdassa Sulattamisen jélkeinen talteenotto kuvattua menettelya

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y kostutettu ilmakeha.
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Shipping

Conditions Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampdtila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Storage

Conditions Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan héyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -

196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta ja molekyylianalyysi
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