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Genel bilgi

Description
A375-GFP, insan malign melanom hiicre hatti A375’in genetik olarak degistirilmis bir varyantidir ve

gliclendirilmis yesil floresan proteini (eGFP) istikrarli bir sekilde eksprese eder. Ana A375 hiicre hatti, yetiskin bir
hastanin deri melanom tiimériinden elde edilmistir ve BRAF V600E mutasyonunu barindirdigi icin, 6zellikle
onkojenik BRAF sinyallesmesini iceren calismalarda, kutan6z melanom modeli olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu mutasyon, MAPK/ERK yolunun siirekli aktivasyonuna yol acarak hiicre cogalmasini ve
hayatta kalmasini tesvik eder; bu da A375 hiicrelerini, BRAF ve MEK inhibitorleri gibi hedefe yonelik tedavilerin
arastirilmasi acisindan son derece uygun hale getirir. GFP eksprese eden bu tiirev, floresan tabanli uygulamalara
olanak saglarken bu molekiiler ve fenotipik 6zellikleri de korur.

eGFP raportoriiniin stabil bir sekilde entegre edilmesi, hem in vitro hem de in vivo sistemlerde A375-GFP
hiicrelerinin gercek zamanli olarak goriintiilenmesini saglar. Floresan goriintiileme, hiicre cogalmasi, goc,
istilasi ve morfolojik degisikliklerin izlenmesinin yani sira, ksenograft modellerinde timor biylimesinin ve
metastatik yayilimin takip edilmesini kolaylastirir. Gelistirilmis GFP varyanti, 6nceki GFP yapilarina kiyasla daha
yiiksek parlaklik ve stabilite sunarak, diisiik hiicre sayilarinda bile hassas tespit imkani saglar. Bu 6zellik, A375-
GFP'yi ortak kiiltir deneylerinde, yiiksek icerikli goriintlileme platformlarinda ve timor hiicresi davranisinin
hassas uzamsal ¢ozlinlrlugiinu gerektiren ¢alismalarda 6zellikle kullanish kilar.

A375-GFP, MAPK yolak inhibitorlerine yanit verme ve deneysel modellerde istila ve metastaz yapma kapasitesi
dahil olmak lizere, ana melanom hattinin agresif ve proliferatif fenotipini korur. GFP'nin eklenmesi, ilag
taramasi, canli hiicre goriintiileme ve timor-mikroortam etkilesimi calismalari igin kullanim alanini genisletir.
Diger raportor etiketli hiicre hatlarinda oldugu gibi, belirli deneysel uygulamalar icin pasajlar boyunca floresan
stabilitesinin ve tutarliiginin dogrulanmasi 6nerilir.

Organism insan

Tissue Bacak, deri

Disease Amelanotik melanom
Ozellikler

Age 54 yil

Gender Kadin

Ethnicity Kafkas

Growth Yapisik
properties

Diizenleyici Veriler
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Citation A375-GFP (Cytion katalog numarasi 305665)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_Qz67

GMO Status GMO-S1: Bu insan A375 melanom hiicre hatti, floresan gériintiileme amaciyla lentiviral vektérle
aktarilan, gliclendirilmis bir GFP ekspresyon konstriiksiyonu icerir. Bu siniflandirma yalnizca Almanya’da
gecerlidir ve baska ulkelerde farklilik gosterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Antigen ZsGreenl (yesil floresan protein)

expression

Mutational Mutasyon: BRAF, Basit, p.Val600Glu (c.1799T>A), Homozigot (ana hiicre dizisinden).Mutasyon, CDKN2A, Basit,
profile p.Glu6lTer (c.181G>T) (p.Gly75Val, c.224G>T), Homozigot (ana hiicre hattindan).Mutasyon, CDKN2A, Basit,

p.Glu69Ter (c.205G>T) (p.Gly83Val, c.248G>T), Homozigot (ana hiicre hattindan).Mutasyon, TERT, Basit, c.1-
146C>T (c.250C>T) (C250T), Belirtilmemis, Not=Promotdrde (ana hiicre hattindan).

Ellecleme

Culture DMEM, w: 4,5 g/L Glukoz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM Sodyum piruvat (Cytion riin

Medium numarasi 820300a)

Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Yapisik hiicrelerden eski ortami ¢ikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri icin 3-
5 ml PBS ve T75 siseleri icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar i¢in 1-2 ml ve T75 flasklar i¢in 2,5 ml
kullanarak hiicreleri Accutase ile tamamen kaplayin. Hiicreleri ayirmak icin oda sicakliginda 8-10 dakika
inkiibasyona birakin. inkiibasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek icin 10 ml besiyeriyle hafifce
karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santrifiijleyin. Slipernatanti atin, hiicreleri taze besiyerinde yeniden
siispanse edin ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

Seeding Lila3x 10 hticre/cm?2

density

Fluid renewal haftada 2 ila 3 kez

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Almanya 2

Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



Product sheet d CYtion

A375-GFP | 305665

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢dziilme sonrasi canlilik i¢in tam bliylime ortami + %10 DMSO
medium kullaniyoruz.

Thawing and

Culturing Cells

1. Hucreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak igin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir ajan iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlari steril kosullar altinda bir akis baslig1 icinde gergeklestirin ve agmadan dnce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice acin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kdiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiipiine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Karisimi 200 x g'de 5 dakika santrifiijleyin, dondurma ortami iceren slipernatanti dikkatlice atin.

7. Cozilme Sonrasi Kurtarma altinda agiklanan prosediirii izleyin

Incubation

Atmosphere 37°C, %5 s nemlendirilmis atmosfer.

Shipping

Conditions Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz lizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Storage

Conditions Uzun sureli muhafaza icin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite Kontrol ve Molekiiler Analiz
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