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Informatii generale

Description
A375-GFP este o varianta modificata genetic a liniei celulare A375 de melanom malign uman, care exprima in

mod stabil proteina fluorescenta verde imbunatatita (eGFP). Linia celulara parentala A375 provine dintr-o
tumoare de melanom cutanat la un pacient adult si este utilizata pe scara larga ca model pentru melanomul
cutanat, in special pentru studii care implica semnalizarea oncogenica BRAF, deoarece prezinta mutatia BRAF
V600E. Aceasta mutatie duce la activarea constitutiva a caii MAPK/ERK, stimuland proliferarea si supravietuirea,
ceea ce face ca celulele A375 sd fie extrem de relevante pentru investigarea terapiilor tintite, cum ar fi inhibitorii
BRAF si MEK. Derivatul care exprima GFP pastreaza aceste caracteristici moleculare si fenotipice, permitand n
acelasi timp aplicatii bazate pe fluorescenta.

Incorporarea stabild a reporterului eGFP permite vizualizarea in timp real a celulelor A375-GFP atat in sisteme in
vitro, cat si in vivo. Imagistica prin fluorescenta faciliteaza monitorizarea proliferarii, migratiei, invaziei si
modificarilor morfologice ale celulelor, precum si urmarirea cresterii tumorale si a diseminarii metastatice Tn
modele de xenogrefa. Varianta imbunatatita de GFP ofera o luminozitate si o stabilitate sporite in comparatie cu
constructele GFP anterioare, permitand o detectare sensibila chiar si la un numar redus de celule. Acest lucru
face ca A375-GFP sa fie deosebit de util in experimentele de coculturd, pe platformele de imagistica de inalta
rezolutie si in studiile care necesita o rezolutie spatiala precisd a comportamentului celulelor tumorale.

A375-GFP pastreaza fenotipul agresiv si proliferativ al liniei parentale de melanom, inclusiv reactivitatea la
inhibitorii caii MAPK si capacitatea de invazie si metastazare in modelele experimentale. Adaugarea GFP extinde
utilitatea sa pentru screeningul medicamentelor, imagistica celulelor vii si studiile privind interactiunea dintre
tumora si micromediu. La fel ca in cazul altor linii celulare marcate cu reporter, se recomanda validarea
stabilitatii si consistentei fluorescentei de-a lungul pasajelor pentru aplicatii experimentale specifice.

Organism Oom
Tissue Picior, piele
Disease Melanom amelanotic

Caracteristici

Age 54 de ani
Gender Femei
Ethnicity Caucazian

Growth Aderent
properties

Date de reglementare
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Citation A375-GFP (numdr de catalog Cytion 305665)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_Qz67

GMO Status GMO-S1: Aceasta linie celulard de melanom uman A375 contine un construct de expresie GFP
imbunatatit, introdus prin intermediul unui vector lentiviral, pentru vizualizare fluorescenta. Aceasta
clasificare se aplica numai pe teritoriul Germaniei si poate diferi Tn alte tari.

Date biomoleculare

Antigen ZsGreenl (proteina fluorescenta verde)

expression

Mutational Mutatie: BRAF, simpla, p.Val600Glu (c.1799T>A), homozigota (provenita din linia celulara parentala).Mutatie,
profile CDKN2A, simpla, p.Glu61Ter (c.181G>T) (p.Gly75Val, c.224G>T), homozigota (din linia celulara parinte).Mutatie,

CDKN2A, simpla, p.Glu69Ter (c.205G>T) (p.Gly83Val, c.248G>T), homozigota (din linia celulara parinte).Mutatie,
TERT, simpl&, c.1-146C>T (c.250C>T) (C250T), nespecificat3, Nota = In promotor (din linia celulard parinte).

Manipulare

Culture DMEM, w: 4,5 g/L glucoza, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM piruvat de sodiu (numar articol

Medium Cytion 820300a)

Supplements Suplimentati mediul cu 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Indepartati mediul vechi de pe celulele aderente si spilati-le cu PBS care nu contine calciu si magneziu. Pentru
flacoanele T25, se utilizeaza 3-5 ml de PBS, iar pentru flacoanele T75, 5-10 ml. Apoi, se acopera celulele complet
cu Accutase, folosind 1-2 ml pentru flacoanele T25 si 2,5 ml pentru flacoanele T75. Lasati celulele la incubare la
temperatura camerei timp de 8-10 minute pentru a le detasa. Dupa incubare, amestecati usor celulele cu 10 ml
de mediu pentru a le resuspenda, apoi centrifugati la 300xg timp de 3 minute. Aruncati supernatantul,
resuspendati celulele Tn mediu proaspat si transferati-le in flacoane noi care contin deja mediu proaspat.

Seeding 1pani la3x10% cel'®/cm?

density

Fluid renewal de 2 pan3 la 3 ori pe s3ptdman3
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Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet + 10% DMSO pentru o viabilitate adecvata dupa
medium dezghetare.

Thawing and

Culturing Cells

1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata
carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curata si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand rdmane
0 mica aglomerare de gheatd.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 200 x g timp de 5 minute, se arunca cu grija supernatantul care contine
mediul de congelare.

7. Se urmeaza procedura descrisa la sectiunea Recuperare dupa decongelare

Incubation

Atmosphere 37°C, 5% 00 atmosfera umidificata.

Shipping

Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toata durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.

Storage

Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza Tn azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa Tntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA
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