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Allman information

Description
A375-GFP ar en genetiskt modifierad variant av den humana cellinjen A375 for malignt melanom, som stabilt

uttrycker forstarkt gront fluorescerande protein (eGFP). Den ursprungliga A375-cellinjen harstammar fran en
hudmelanomtumor hos en vuxen patient och anvands i stor utstréackning som modell f6r hudmelanom, sarskilt
for studier som ror onkogen BRAF-signalering, eftersom den bar pa BRAF V600E-mutationen. Denna mutation
leder till en konstant aktivering av MAPK/ERK-signalvagen, vilket driver celltillvaxt och 6verlevnad och gor A375-
cellerna séarskilt relevanta for forskning kring riktade terapier, sasom BRAF- och MEK-hdmmare. Den GFP-
uttryckande varianten behaller dessa molekylara och fenotypiska egenskaper samtidigt som den majliggor
fluorescensbaserade tillampningar.

Den stabila inkorporeringen av eGFP-reportern mojliggor visualisering i realtid av A375-GFP-celler i bade in vitro-
och in vivo-system. Fluorescensavbildning underlattar 6vervakning av cellproliferation, migration, invasion och
morfologiska forandringar, samt sparning av tumortillvaxt och metastatisk spridning i
xenotransplantatmodeller. Den forbattrade GFP-varianten ger 6kad ljusstyrka och stabilitet jamfort med
tidigare GFP-konstruktioner, vilket mojliggor kanslig detektion dven vid ldga cellantal. Detta gor A375-GFP
sarskilt anvandbar i samodlingsforsok, plattformar for hdginnehallsavbildning och studier som kraver exakt
rumslig uppldsning av tumorcellernas beteende.

A375-GFP behaller den aggressiva och proliferativa fenotypen hos den ursprungliga melanomlinjen, inklusive
responsen pa hammare av MAPK-signalvagen och férmagan till invasion och metastasering i experimentella
modeller. Tillsatsen av GFP utokar dess anvandbarhet for lakemedelsscreening, avbildning av levande celler och
studier av interaktionen mellan tumdr och mikromiljo. Precis som med andra reportermarkta cellinjer
rekommenderas validering av fluorescensstabilitet och konsistens dver olika passager for specifika
experimentella tilldmpningar.

Genetisk modifiering: Stabilt modifierad genom replikationsinkompetent lentiviral transduktion for att
uttrycka det grona fluorescerande proteinreportern ZsGreenl; halls som en polyklonal population under
puromycinselektion (1-5 pg/mL). S1/BSL-1-sdkerhetsklass.

Organism Manniskan

Tissue Ben, hud

Disease Amelanotiskt melanom
Egenskaper

Age 54 ar

Gender Kvinna

Ethnicity Kaukasisk
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Growth Féljsam
properties

Lagstadgade uppgifter

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

CellosaurusAccession CVCL_Qz67

GMO Status GMO-S1: Denna cellinje innehaller ett stabilt integrerat ZsGreenl-reporterprotein (gront fluorescerande
protein) som inforts via replikationsinkompetent lentiviral transduktion. Den resulterande polyklonala
cellpopulationen odlades under puromycin-selektion (1-5 pg/mL). S1-sakerhetsklass kravs. Denna
klassificering galler endast inom Tyskland och kan skilja sig at i andra lander.

Biomolekylara data

Antigen ZsGreenl (gront fluorescerande protein)

expression

Mutational Mutation: BRAF, enkel, p.Val600Glu (c.1799T>A), homozygot (fran modercellinjen).Mutation, CDKN2A, enkel,
profile p.Glu61Ter (c.181G>T) (p.Gly75Val, c.224G>T), homozygot (fran modercellinjen).Mutation, CDKN2A, enkel,

p.Glu69Ter (c.205G>T) (p.Gly83Val, c.248G>T), homozygot (fran modercellinjen).Mutation, TERT, enkel, c.1-
146C>T (c.250C>T) (C250T), ospecificerad, anmérkning =i promotorn (fran foraldracellinjen).

Hantering
Culture DMEM, w: 4,5 g/L glukos, w: 4 mM L-glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natriumpyruvat (Cytion
Medium artikelnummer 820300a)
Supplements Komplettera mediet med 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
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Subculturing Ta bort det gamla mediet fran de adherenta cellerna och tvatta dem med PBS som saknar kalcium och
magnesium. Anvand 3-5 ml PBS for T25-kolvar och 5-10 ml for T75-kolvar. Tack sedan cellerna helt med
Accutase, anvand 1-2 ml for T25-kolvar och 2,5 ml fér T75-kolvar. Lat cellerna inkubera i rumstemperaturi 8-10
minuter sa att de lossnar. Efter inkubationen, blanda cellerna forsiktigt med 10 ml medium for att resuspendera
dem och centrifugera sedan vid 300xg i 3 minuter. Kassera supernatanten, resuspendera cellerna i farskt
medium och 6verfér dem till nya kolvar som redan innehaller farskt medium.

Seeding 1till 3x 10* cell®’/cm?

density

Fluid renewal 2 till 3 gnger per vecka

Freeze Som kryopreserveringsmedium anvander vi komplett tillvaxtmedium + 10% DMSO for adekvat viabilitet efter
medium upptining.

Thawing and

Culturing Cells 1. Bekrafta att flaskan ar djupfryst vid leverans, eftersom cellerna skickas pa torris for att bibehalla
optimala temperaturer under transporten.

2. Vid mottagandet ska du antingen forvara kryovialen omedelbart vid temperaturer under -150 °C for att
sdkerstalla att cellernas integritet bevaras, eller ga vidare till steg 3 om omedelbar odling krévs.

3. Vid omedelbar odling ska injektionsflaskan snabbt tinas genom att den sénks ned i ett 37 °C vattenbad
med rent vatten och ett antimikrobiellt medel och omrors forsiktigt i 40-60 sekunder tills en liten
isklump aterstar.

4. Utfor alla efterféljande steg under sterila forhallanden i en flédeshuv och desinficera kryovialerna med
70 % etanol innan de 6ppnas.

5. Oppna forsiktigt den desinficerade flaskan och dverfor cellsuspensionen till ett 15 ml centrifugrér som
innehaller 8 ml rumstempererat odlingsmedium och blanda forsiktigt.

6. Centrifugera blandningen vid 200 x g i 5 minuter och kassera forsiktigt supernatanten som innehaller
frysmedium.

7. Folj den procedur som beskrivs under Post-Thaw Recovery

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% 00 befuktad atmosfar.
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Shipping

Conditions Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan dréjsmal dverforas till lamplig forvaring.

Storage

Conditions For langtidsforvaring, placera flaskorna i flytande kvave i dngfas vid ca -150 till -196 °C. Forvaring vid -80 °C &r

acceptabelt endast som ett kort mellanliggande steg innan 6verforing till flytande kvave.

Kvalitetskontroll och molekylar analys
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