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Vseobecné informacie

Description
A375-GFP je geneticky modifikovana varianta ludskej buneckej linie maligneho melanému A375, ktora stabilne

exprimuje zvysene zeleny fluorescencny protein (eGFP). PGvodna bunkova linia A375 pochadza z kozného
melanému dospelého pacienta a je Siroko pouzivana ako model koZzného melanému, najma pre Stidie tykajice
sa onkogénnej BRAF signalizacie, kedZe obsahuje mutaciu BRAF V600E. Tato mutacia vedie k konstitutivnej
aktivacii signalnej drahy MAPK/ERK, ¢o podporuje proliferdciu a prezivanie buniek, vdaka comu st bunky A375
velmi vhodné na skiimanie cielenych terapii, ako st inhibitory BRAF a MEK. Derivat exprimujuci GFP si zachovava
tieto molekularne a fenotypové charakteristiky a zarover umoznuje aplikacie zaloZzené na fluorescencii.

Stabilna inkorporacia eGFP reportéra umozZriuje vizualizaciu buniek A375-GFP v redlnom ¢ase v systémoch in
vitro aj in vivo. Fluorescenéné zobrazovanie ulahcuje monitorovanie bunkovej proliferacie, migracie, invazie a
morfologickych zmien, ako aj sledovanie rastu nadoru a metastatického Sirenia v xenotransplantacnych
modeloch. VylepSena varianta GFP poskytuje vysSiu jasnost a stabilitu v porovnani s predchadzajicimi
konstruktmi GFP, ¢o umoZzriuje citlivi detekciu aj pri nizkom pocte buniek. Vdaka tomu je A375-GFP obzvlast
uzito€ny v experimentoch s kokultirami, na platformach zobrazovania s vysokym obsahom tdajov a v Stddiach
vyzadujlcich presné priestorové rozliSenie spravania nadorovych buniek.

A375-GFP si zachovava agresivny a proliferativny fenotyp pdvodnej linie melanému, vratane citlivosti na
inhibitory MAPK drahy a schopnosti invazie a metastazovania v experimentalnych modeloch. Pridanie GFP
rozsiruje jej vyuzitelnost pri skriningu liekov, zobrazovani Zivych buniek a Studiach interakcie nadoru s
mikroprostredim. Rovnako ako v pripade inych bunkovych linii oznacenych reportérom sa pre konkrétne
experimentalne aplikacie odporica overenie stability a konzistencie fluorescencie v priebehu pasazi.

Geneticka modifikacia: Stabilne modifikovana replika¢ne nekompetentnou lentivirusovou transdukciou na
expresiu reportéra zeleného fluorescenéného proteinu ZsGreen1; udrZiavana ako polyklonalna populécia pod
selekciou puromycinom (1-5 pg/ml). Uroveri bezpeénosti S1/BSL-1.

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

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

A375-GFP (katalégové Cislo Cytion 305665)

9606

CellosaurusAccession CVCL_Qz67

GMO Status

GMO-S1: Tato bunkova linia obsahuje stabilne integrovany reportérny zeleny fluorescenény protein
ZsGreenl, ktory bol zavedeny prostrednictvom lentivirusovej transdukcie bez schopnosti replikacie.
Vysledna polyklonalna bunkova populacia bola udrZiavana v podmienkach selekcie puromycinom (1-5
ug/ml). Je vyZadované bezpecnostné opatrenie triedy S1. Tato klasifikacia platiiba v Nemecku a v inych
krajinach sa moze lisit.

Biomolekularne udaje

Antigen ZsGreenl (zeleny fluorescenény protein)

expression

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

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

Spracovanie

Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku

Medium Cytion 820300a)

Supplements Doplrite médium o 10 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minUt, aby sa
oddelili. Po inkubdcii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v ¢erstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.
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Seeding 1a33x10% Puniek/c 2

density

Fluid renewal 2 a7 3-krat tyzdenne

Freeze Ako médium na kryokonzervaciu pouzivame kompletné rastové médium + 10 % DMSO na zabezpecenie
medium primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuji na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpecili
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
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

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

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného 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

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%, 2vihcena atmosféra.

Shipping

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

Storage
Conditions Na dlhodobé uchovévanie 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.
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Kontrola kvality a molekularna analyza
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