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Informacje ogélne

Description
Linia komdrek czerniaka ludzkiego A375, wyizolowana ze skory 54-letniej pacjentki z czerniakiem ztosliwym,

stanowi wazne zrédto informacji w badaniach nad rakiem, zwtaszcza w badaniach nad czerniakiem ludzkim,
jedna z najbardziej agresywnych form raka skéry. Linia komérkowa A375 znana jest z szybkiego tempa wzrostu i
wysokiego potencjatu nowotworowego, dzieki czemu nadaje sie do réznych zastosowar eksperymentalnych, w
tym do badan in vitro nad proliferacja, migracja i inwazja komorek, a takze do testow nowotworzenia in vivo.

Komorki A375 wykazuja wysoki potencjat nowotworowy u myszy z obnizong odpornoscia, tworzac szybko
rosnace czerniaki bezbarwne. Obecnos¢ mutacji BRAFV600E w komérkach A375 sprawia, ze sg one bardzo
wrazliwe na hamowanie MEK, co stanowi cenne narzedzie do badania terapii celowanych w leczeniu czerniaka.
Wykazano na przyktad, ze leczenie komorek A375 vemurafenibem wzmaga indukcje czasteczek MHC klasy | i
klasy Il, co pozwala uzyskaé wglad w interakcje miedzy komdérkami czerniaka a uktadem odpornosciowym.

Oprdcz roli w podstawowych badaniach nad czerniakiem, komérki A375 sg wykorzystywane w badaniach
przesiewowych lekéw oraz w badaniach szlakdw sygnatowych zwiagzanych z przezywalnoscia, proliferacja i
przerzutami komérek nowotworowych. Komorki A375 sa rowniez wykorzystywane w badaniach nad apoptoza, a
izogeniczne linie komdrkowe A375 oraz wprowadzenie biatek reporterowych, takich jak Luc (luc2), umozliwiaja
badanie funkcji gendw i monitorowanie reakcji komérkowych w czasie rzeczywistym. Przydatnos¢ komarek
A375 jako gospodarza transfekcji oraz ich wykorzystanie w stabilnych liniach komérkowych reporterowych
réwniez przyczynia sie do ich wszechstronnosci w zastosowaniach badawczych.

Podsumowujac, ludzka linia komérkowa czerniaka A375 jest kluczowym narzedziem w badaniach nad
czerniakiem u ludzi, oferujac kompleksowy model do badania molekularnych i komérkowych mechanizmoéw
lezacych u podstaw progresji czerniaka, skutecznosci srodkéw terapeutycznych oraz interakcji miedzy
komérkami nowotworowymi a uktadem odpornosciowym.

Organism Cztowiek

Tissue Skéra

Disease Czerniak

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

Charakterystyka

Age 54 lata
Gender Kobieta
Morphology Podobny do nabtonka

Growth Adherent
properties
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Dane regulacyjne

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

A375 (numer katalogowy Cytion 300110)

9606

CVCL_0132

Dane biomolekularne

Antigen
expression

Tumorigenic

P53 dodatni

Tak, u nagich myszy

Mutational BRAF V600Emut

profile

Karyotype Komérki A375 charakteryzuja sie hipotriploidalnym kariotypem, z modalna liczba chromosomdw wynoszaca 62 i
obecnoscia dziewieciu chromosoméw markerowych w kazdej komérce, co podkresla zmiany genetyczne
zwigzane z czerniakiem zto$liwym.

Obstuga

Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukozy, w: 4 mM L-glutaminy, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pirogronianu sodu (numer artykutu

Medium Cytion 820300a)

Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 20 godzin

Subculturing Usun starg pozywke z przylegajacych komérek i przemyj je PBS, ktory nie zawiera wapnia i magnezu. W
przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komorki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél komérkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzucié supernatant,
ponownie zawiesi¢ komarki w Swiezej pozywce i przeniesc je do nowych kolb zawierajacych juz Swiezg pozywke.
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Split ratio Zalecane sg proporcje od 1:3 do 1:8

Seeding 1x10* komc')rek/cm2 spowoduje powstanie zlewajacej sie monowarstwy w ciggu 4 dni.

density

Fluid renewal 2 do 3 razy w tygodniu

Post-Thaw Po rozmrozeniu umieé¢ komérki na ptytce wilodci 4 x 10% komérek/cm? i pozostaw je na co najmniej 24 godziny,
Recovery aby mogty sie zregenerowac po procesie zamrazania i przylgna¢ do podtoza.

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu
medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktdra

zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.

Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymac optymalng temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewni¢
zachowanie integralnosci komérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta woda i sSrodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesine komdrek do 15 ml probéwki
wiréwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komoérek i ostroznie
odrzucic¢ supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komorek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciggtego wzrostu i utrzymania linii komérkowej,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Niemcy 3
Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



Product sheet d CYtion

Komorki A375 | 300110

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating Brak

Freezing

Procedure Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Shipping

Conditions Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymad temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci i analiza molekularna

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.

Profil STR Amelogenin: x,x
CSF1PO: 11,12
D13S317:11,14
D16S539:9
D5S818: 12
D7S820:9
THO1: 8
TPOX: 8,1
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Allele HLA 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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