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Yleisia tietoja

Description
A375-ihmisen melanoomasolulinja, joka on eristetty 54-vuotiaan pahanlaatuisesta melanoomasta karsivan
naispotilaan ihosta, on merkittava resurssi syopatutkimuksessa, erityisesti ihmisen melanooman, yhden
aggressiivisimmista ihosyovista, tutkimuksessa. A375-solulinja tunnetaan nopeasta kasvuvauhdistaan ja
suuresta tuumorigeenisesta potentiaalistaan, minka ansiosta se soveltuu erilaisiin kokeellisiin sovelluksiin,
kuten solujen proliferaatiota, migraatiota ja invaasiota koskeviin in vitro -tutkimuksiin seka in vivo -
tuumorigeenisyystesteihin.
A375-solut osoittavat suurta tuumorigeenista potentiaalia immunosuppressoiduissa hiirissa muodostaen
nopeasti kasvavia amelanotisia melanoomia. BRAFV600E-mutaatio A375-soluissa tekee niista erittain herkkia
MEK-inhibiitioille, mika tarjoaa arvokkaan tydkalun melanooman hoidon kohdennettujen terapioiden
tutkimiseen. Esimerkiksi A375-solujen hoito vemurafenibilla on osoitettu tehostavan MHC-luokan I ja Il
molekyylien induktiota, mika tarjoaa tietoa melanoomasolujen ja immuunijarjestelman valisista
vuorovaikutuksista.
Perusmelanoomatutkimuksen lisdksi A375-soluja kdytetadn lddkeaineiden seulonnassa ja syopdsolujen
selviytymiseen, proliferaatioon ja metastaasien muodostumiseen liittyvien signalointireittien tutkimuksessa.
A375-soluja on kaytetty myos apoptoositutkimuksissa, ja A375-isogeeniset solulinjat ja reporteriproteiinien,
kuten Luc (luc2), kdyttoonotto mahdollistavat geenien toiminnan tutkimisen ja solujen reaktioiden seurannan
reaaliajassa. A375-solujen sopivuus transfektiokohteeksi ja niiden kaytto stabiileissa reporterisolulinjoissa
lisaavat niiden monipuolisuutta tutkimussovelluksissa.
Yhteenvetona voidaan todeta, ettd A375-ihmisen melanoomasolulinja on keskeinen ty6kalu ihmisen
melanooman tutkimuksessa, silla se tarjoaa kattavan mallin melanooman etenemisen taustalla olevien
molekyyli- ja solumekanismien, terapeuttisten aineiden tehokkuuden seka syopasolujen ja
immuunijdrjestelman valisen vuorovaikutuksen tutkimiseen.

Organism lhminen

Tissue lho

Disease Melanooma

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

Ominaisuudet

Age 54 vuotta

Gender Nainen

Morphology Epiteelin kaltainen
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Growth Tarttuva
properties
Saantelytiedot
Citation A375 (Cytionin luettelonumero 300110)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0132

Biomolekyylitiedot

Antigen P53-positiivinen

expression

Tumorigenic Kyll3, alastomilla hiirill3

Mutational BRAF V600Emut

profile

Karyotype A375-soluille on ominaista niiden hypotriploidinen karyotyyppi, jonka modaalinen kromosomimaara on 62, ja

yhdeksan merkkikromosomia kussakin solussa, mika korostaa pahanlaatuiseen melanoomaan liittyvia
geneettisia muutoksia.

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:lla
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 20 tuntia
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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:aa 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 huoneenlammassa 8-10
minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jdlkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n valiaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havitad supernatantti,
suspendoi solut uudelleen tuoreessa valiaineessa ja siirra ne uusiin pulloihin, jotka sisaltavat jo tuoretta

véliaineita.

Seeding 1x10% solua/cm2 tuottaa yhtendisen yksikerroksen 4 pdivan kuluessa.

density

Fluid renewal 2-3 kertaa viikossa

Post-Thaw Sulattamisen jalkeen levitd solut 4 x 10% solua/cmzja anna solujen toipua jaadyttamisprosessista ja kiinnittya

Recovery vahintdan 24 tunnin ajan.

Freeze Kryosdilytysmediana kaytamme tdydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 % DMSO:ta riittavan

medium sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:ta (Cytionin luettelonumero 800100), joka
sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja
vahentavat kryosailytyksen aiheuttamaa stressia.
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Thawing and

 Cytion

Culturing Cells 1. Varmista, ettd injektiopullo pysyy syvajaddytettynd toimitettaessa, silla solut kuljetetaan kuivajadssa,
jotta optimaalinen l@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaadn valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa 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 antimikrobista ainetta, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes
jaastd on jaljelld pieni jadmohkale.

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 sisaltaa 8
ml huoneenlampdista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 300 x g:n voimakkuudella 3 minuutin ajan solujen erottamiseksi ja hévité varovasti
supernatantti, joka sisaltaa jaanndspakastusmediumia.

7. Suspendoidaan solupelletti varovasti uudelleen 10 ml:aan tuoretta elatusainetta. Jos solut ovat
tarttuvia, jaa suspensio kahden T25-kolvin kesken; jos kyseessa ovat suspensioviljelmat, siirrd kaikki
vdliaine yhteen T25-kolviin solujen tehokkaan vuorovaikutuksen ja kasvun edistamiseksi.

8. Noudata vakiintuneita aliviljelyprotokollia solulinjan jatkuvan kasvun ja yllapidon varmistamiseksi ja
luotettavien kokeellisten tulosten varmistamiseksi.

Incubation

Atmosphere 37°C,5 %oy kostutettu ilmakeha.

Flask Coating
Optimaalisen kiinnittymisen ja elinkelpoisuuden saavuttamiseksi sulatuksen jalkeen suosittelemme
kollageenipinnoitettujen pullojen tai levyjen kayttoa.

Freezing

Procedure Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajaassa 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.
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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 / Geneettinen profiili / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois seka PCR-pohjaisilla maarityksilla etta luminesenssiin perustuvilla

mykoplasman osoitusmenetelmilla.

Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmat tarkastetaan paivittdin silmamaaraisesti.

HLA-alleelit 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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