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Altalanos informaciok

Description
Az A375-GFP az A375 nev(i human malignus melanoma sejtvonal genetikailag mddositott valtozata, amely stabil

modon expresszalja a fokozott zold fluoreszcens fehérjét (eGFP). Az A375 sziili sejtvonal egy feln6tt beteg
b6érmelanémajabdl szarmazik, és széles korben hasznéljak bérmelanéma-modellként, kiilondsen az onkogén
BRAF-jelatvitelre iranyuld kutatasokban, mivel hordozza a BRAF V600E mutaciot. Ez a mutdcié a MAPK/ERK
jelatviteli Gt konstitutiv aktivacidjahoz vezet, ami elésegiti a sejtek szaporodasat és tulélését, és igy az A375
sejtek rendkiviil alkalmasak olyan célzott terapidk vizsgélatara, mint a BRAF- és MEK-gatlok. A GFP-t expresszald
szarmazék megdrzi ezeket a molekularis és fenotipusos jellemzdéket, mikézben lehetévé teszi a fluoreszcencia-
alapu alkalmazasokat.

Az eGFP-riporter stabil beépitése lehet6vé teszi az A375-GFP sejtek valos ideji vizualizalasat mind in vitro, mind
in vivo rendszerekben. A fluoreszcens képalkotas megkonnyiti a sejtek proliferacidjanak, migracidjanak,
invazidjanak és morfoldgiai valtozasainak nyomon kovetését, valamint a tumor novekedésének és a
metasztatikus terjedésnek a nyomon kovetését xenotranszplantatum-modellekben. A tovabbfejlesztett GFP-
varians jobb fényer6t és stabilitast biztosit a korabbi GFP-konstrukciokhoz képest, igy alacsony sejtszam esetén
is érzékeny detektalast tesz lehetévé. Ez az A375-GFP-t kiilonosen hasznossa teszi ko-kultdra kisérletekben,
nagy felbontasu képalkotd platformokon, valamint olyan vizsgalatokban, amelyek a tumorsejtek
viselkedésének pontos térbeli felbontasat igénylik.

Az A375-GFP megdrzi a sziil6i melanéma-vonal agressziv és proliferativ fenotipusat, beleértve a MAPK-Utvonal-
gatlokra valo reagaloképességet, valamint az invazids és metasztatikus képességet kisérleti modellekben. A GFP
hozzaadasa kiterjeszti alkalmazasi korét a gyogyszerszlirés, az él6sejt-képalkotds és a tumor-mikrokornyezet
kolcsonhatasanak vizsgélata terén. Mas riporterrel jelolt sejtvonalakhoz hasonléan konkrét kisérleti
alkalmazasok esetén ajanlott a fluoreszcencia stabilitdsanak és a passzazsok kozotti konzisztenciajanak
validalasa.

Organism Emberi

Tissue Lab, b6r

Disease Amelanotikus melanoma
Jellemzok

Age 54 év

Gender N&i

Ethnicity Kaukazusi

Growth Adherent
properties
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Szabalyozasi adatok

Citation A375-GFP (Cytion kataldgusszam: 305665)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_Qz67

GMO Status GMO-S1: Ez az emberi A375 melanoma sejtvonal egy fokozott GFP-expressziot biztositd konstrukcidt
tartalmaz, amelyet fluoreszcens vizualizacié céljabdl lentiviralis vektorral juttattak be. Ez a besorolas
kizarolag Németorszag teriiletén érvényes, mas orszagokban eltéré lehet.

Biomolekularis adatok

Antigen ZsGreenl (zold fluoreszkald fehérje)

expression

Mutational Mutacid: BRAF, egyszerd, p.Val600Glu (c.1799T>A), homozigdta (sziilésejtvonalbdl).Mutacid, CDKN2A, egyszerd,
profile p.Glu61Ter (c.181G>T) (p.Gly75Val, c.224G>T), homozigdta (sziilS sejtvonalbdl).Mutdcid, CDKN2A, egyszer(i,

p.Glu69Ter (c.205G>T) (p.Gly83Val, c.248G>T), homozigéta (sziil6 sejtvonalbdl).Mutacid, TERT, egyszerd, c.1-
146C>T (c.250C>T) (C250T), nem meghatarozott, megjegyzés=promdterben (sziild sejtvonalbdl).

A kezelése

Culture DMEM, w: 4,5 g/L gliikdz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natrium-piruvat (Cytion cikkszam
Medium 820300a)

Supplements Ataptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrél, és mossa éket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-

6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznalva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan dvatosan keverjlik 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
feluluszét, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at ket (j lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.
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Seeding 1-3x 10% sejt/cm?

density

Fluid renewal hetente 2-3 alkalommal

Freeze Krioprezervald taptalajként teljes novekedési taptalajt + 10% DMSO-t hasznalunk a megfelel6 kiolvasztas utani
medium életképesség érdekében.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids tiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig dvatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4, Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények ko6zott, aramlasos elszivoban végezziik el, és felnyitas el6tt
fert6tlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolt, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletl taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugéljuk az elegyet 200 x g-nél 5 percig, a fagyasztokozeget tartalmazdé feliiluszot vatosan dobjuk
el.

7. Kovesse a felolvasztas utani helyreallitasnal leirt eljarast

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% o, Parasitott legkor.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd h(itékozeggel,
hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld tarolhelyre.

Storage
Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabdl helyezze az livegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, koriilbelil -150 és -196 °C

kozotti hémeérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe valo atvitel el6tt.
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Minéségellendrzés [ Genetikai profil / HLA
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