Product sheet d CYtion

A375 sejtek | 300110

Altalanos informaciok

Description
Az A375 human melanoma sejtvonal, amelyet egy 54 éves, rosszindulati melanoma-betegségben szenvedé né

bérébdlizolaltak, jelentds forras a rakkutatasban, kiilonésen a human melanoma, az egyik legagresszivebb
bérrakfajta tanulmanyozasaban. Az A375 sejtvonal gyors novekedési sebességérél és magas tumorigenikus
potencialjarél ismert, ami alkalmassa teszi kiilonb6z6 kisérleti alkalmazasokra, beleértve a sejtek
proliferacidjanak, migracidjanak és invazidjanak in vitro vizsgalatat, valamint az in vivo tumorigenesis
vizsgalatokat.

Az A375 sejtek immunszuppresszalt egerekben magas tumorigenikus potenciallal rendelkeznek, gyorsan
novekvd amelanotikus melanémakat képezve. A BRAFV600E mutacid jelenléte az A375 sejtekben rendkiviil
érzékennyé teszi Gket a MEK gatlasra, ami értékes eszkdz a melanoma kezelésében alkalmazott célzott terapiak
kutatasahoz. Példaul kimutattak, hogy az A375 sejtek vemurafenibbal torténd kezelése fokozza az MHC 1. és I,
osztalyd molekuldk indukcidjat, ami betekintést nyudjt a melanoma sejtek és azimmunrendszer k6zotti
kolcsonhatasokba.

Az A375 sejtek az alapveté melanoma kutatasban bet6ltott szerepiikon tul gydgyszer sziirésben és a raksejtek
talélésében, szaporodasaban és metasztazisaban részt vevo jelatviteli tvonalak vizsgalataban is felhasznalasra
keriilnek. Az A375 sejteket tovabba apoptézis-vizsgalatokban és A375 izogén sejtvonalakban is felhasznaljak, és
a Luc (luc2) tipusu riporterfehérjék bevezetése lehetévé teszi a génfunkcidk vizsgalatat és a sejtek reakcidinak
valos idejli monitorozasat. Az A375 sejtek transzfekcids gazdaszervezetként valé alkalmassaga és stabil riporter
sejtvonalakban valé felhasznalasa szintén hozzajarul sokoldalusagukhoz a kutatasi alkalmazasokban.

Osszefoglalva, az A375 human melanoma sejtvonal kulcsfontossagu eszkéz a human melanoma vizsgélataban,
atfogd modellt kindlva a melanoma progresszidjanak molekularis és sejtes mechanizmusainak, a terapias szerek
hatékonysaganak, valamint a réksejtek és az immunrendszer kozotti interakcidk tanulmanyozasahoz.

Organism Emberi

Tissue Bér

Disease Melanoma

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

Age 54 év

Gender N&i

Morphology Epithelszer(i

Growth Adherent
properties
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Szabalyozasi adatok

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

A375 (Cytion katalogusszam: 300110)

9606

CVCL_0132

Biomolekularis adatok

Antigen
expression

Tumorigenic

P53 pozitiv

Igen, meztelen egerekben

Mutational BRAF V600Emut

profile

Karyotype Az A3T75 sejteket hipotriploid kariotipus jellemzi, a kromoszémak szama 62, és minden egyes sejtben kilenc
marker kromoszéma van jelen, ami kiemeli a malignus melanomahoz tarsulé genetikai elvaltozasokat.

&,
A kezelese

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 A téptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 20 6ra

Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrdl, és mossa 6ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-
0s 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 6vatosan keverjik 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
felulUszdt, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at ket Gj lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.
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Seeding 1x10* sejt/cm2 4 napon beliil konfluens monoréteget eredményez.

density

Fluid renewal hetente 2-3 alkalommal

Post-Thaw Felolvasztés utan helyezze a sejteket 4 x 10% sejt/cm2 stirliséggel lemezre, és hagyja, hogy a sejtek felépliljenek a
Recovery fagyasztasi folyamatbdl, és legaldbb 24 éran at tapadjanak.

Freeze Krioprezervalé taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznélunk a
medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely

optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése 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 kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas 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 szobah6mérsékletii taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-6s tenyésztblombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatés és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra

protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ parasitott légkor.
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Flask Coating
A felolvasztas utdni optimalis kotddés és életképesség érdekében kollagénnel bevont lombikok vagy lemezek

hasznaélatat javasoljuk.

Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfelels tarolohelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

Storage

Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, kortilbelul -150 és -196 °C

kozotti hdmérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel el6tt.

Minéségellendrzés [ Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-

kimutatasi médszerekkel kizarjak.

A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellenérzésnek vetik ala.

HLA allélok 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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