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Vseobecné informacie

Description
A375-eGFP je geneticky modifikovana varianta ludskej bunky z linie A375 pochadzajlcej z maligneho melanému,
ktora stabilne exprimuje protein eGFP (enhanced green fluorescent protein). Rodic¢ovska bunkova linia A375
pochéddza z nadoru kozného melanému u dospelého pacienta a je Siroko pouzivana ako model kozného
melandmu, najma pre Studie tykajice sa onkogénnej BRAF signalizacie, kedZe obsahuje mutdciu BRAF V600E.
Tato mutacia vedie k konstitutivnej aktivacii drahy MAPK/ERK, ¢o podporuje proliferaciu a prezivanie buniek a
robi bunky A375 vysoko relevantnymi pre skimanie cielenych terapii, ako st inhibitory BRAF a MEK. Derivat
exprimujuci eGFP si zachovava tieto molekularne a fenotypové charakteristiky a zarover umoziiuje aplikacie
zaloZené na fluorescencii.
Stabilna inkorporacia eGFP reportéra umozriuje vizualizaciu buniek A375-eGFP v redlnom Case v systémoch in
vitro aj in vivo. Fluorescencné zobrazovanie ulahéuje monitorovanie proliferacie, migracie, invazie a
morfologickych zmien buniek, ako aj sledovanie rastu nadoru a metastatického Sirenia v xenotransplantacnych
modeloch. VylepSena varianta GFP poskytuje v porovnani s predchadzajlicimi konstruktmi GFP vysSiu jasnost a
stabilitu, o umoZzriuje citlivi detekciu aj pri nizkych poc¢toch buniek. Vdaka tomu je A375-eGFP obzvlast
uzito€ny v experimentoch s ko-kultirou, platformach zobrazovania s vysokym obsahom a Stidiach vyzadujucich
presné priestorové rozlisenie spravania nadorovych buniek.
A375-eGFP si zachovava agresivny a proliferativny fenotyp rodi¢ovskej linie melanému, vratane citlivosti na
inhibitory MAPK drahy a schopnosti invazie a metastazovania v experimentalnych modeloch. Pridanie eGFP
rozsiruje jeho vyuzitelnost pri skriningu liekov, zobrazovani Zivych buniek a stadiach interakcie nadoru s
mikroprostredim. Rovnako ako v pripade inych bunkovych linii oznacenych reportérmi sa pre $pecifické
experimentalne aplikacie odporica validacia stability a konzistencie fluorescencie v priebehu pasazi.

Organism Ludské

Tissue Noha, koza

Disease Amelanoticky melaném

Charakteristika

Age 54 rokov

Gender Zeny

Ethnicity Kaukazsky

Growth Adherent

properties
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Regulacne udaje
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Citation A375-eGFP (katalégové &islo Cytion 305665)
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_Qz67

GMO Status GMO-S1: Tato ludska melandmova bunka A375 obsahuje konstrukt so zvysenou expresiou GFP, ktory je
do bunky zavedeny prostrednictvom lentivirusového vektora na ucely fluorescenénej vizualizacie. Tato
klasifikacia plati iba v Nemecku a v inych krajinach sa méze lisit.

Biomolekularne udaje

Mutational Mutacia: BRAF, jednoducha, p.Val600Glu (c.1799T>A), homozygotna (z rodi¢ovskej bunky).Mutacia, CDKN2A,

profile jednoduchd, p.Glu61Ter (c.181G>T) (p.Gly75Val, c.224G>T), homozygotna (z rodiovskej bunky).Mutécia,
CDKN2A, jednoducha, p.Glu69Ter (c.205G>T) (p.Gly83Val, c.248G>T), homozygotna (z rodicovskej
bunky).Mutdcia, TERT, jednoducha, c.1-146C>T (c.250C>T) (C250T), neSpecifikovana, poznamka = v promotore (z
rodicovskej bunky).

Spracovanie
Freeze Ako médium na kryokonzervaciu pouZivame kompletné rastové médium + 10 % DMSO na zabezpecenie
medium primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na
suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 200 x g pocas 5 minut, supernatant obsahujuci zmrazovacie médium opatrne
zlikvidujte.

7. Postupujte podla postupu opisaného v ¢asti Obnova po rozmrazeni

RPN Dl a
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150
az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA
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