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Genel bilgi

Description
54 yasindaki malign melanomlu bir kadin hastanin derisinden izole edilen A375 insan melanom hiicre hatti,
kanser arastirmalarinda, 6zellikle de en agresif cilt kanseri tiirlerinden biri olan insan melanomunun
arastirilmasinda 6nemli bir kaynaktir. A375 hiicre hatti, hizli bliyiime hizi ve yiiksek timorojenik potansiyeli ile
bilinir ve bu 6zellikleri, hiicre proliferasyonu, gocli ve invazyonu tizerine in vitro ¢alismalarin yani sira in vivo
tlimorojenik testler de dahil olmak lizere gesitli deneysel uygulamalar icin uygun hale getirir.
A375 hiicreleri, immiinosupresif farelerde yiiksek tiimorojenik potansiyel gosterir ve hizla biiyliyen amelanotik
melanomlar olusturur. A375 hiicrelerinde BRAFV600E mutasyonunun varligi, bu hiicreleri MEK inhibisyonuna
karsi oldukca duyarli hale getirir ve melanom tedavisinde hedefe yonelik tedavileri arastirmak icin degerli bir
arag saglar. Ornegin, A375 hiicrelerinin vemurafenib ile tedavisi, MHC Sinif | ve Sinif Il molekiillerinin
induiksiyonunu arttirdig) gosterilmistir ve bu da melanom hiicreleri ile bagisiklik sistemi arasindaki etkilesimler
hakkinda bilgi saglar.
A375 hiicreleri, temel melanom arastirmalarindaki rollerinin yani sira, ilag taramalarinda ve kanser hiicresi
sagkalimi, proliferasyonu ve metastazinda rol oynayan sinyal yollarinin arastirilmasinda da kullanilmaktadir.
A375 hiicreleri ayrica apoptoz calismalarinda ve A375 izojenik hiicre hatlarinda kullanilmistir ve Luc (luc2) gibi
raportor proteinlerin eklenmesi, gen fonksiyonunun incelenmesini ve hiicresel yanitlarin gercek zamanli olarak
izlenmesini miimkiin kilar. A375 hiicrelerinin transfeksiyon konagi olarak uygunlugu ve stabil raportor hiicre
hatlarinda kullanimi da arastirma uygulamalarinda ¢ok yonliiliigiine katkida bulunur.
Ozetle, A375 insan melanom hiicre hatti, insan melanomunun arastirilmasinda cok dnemli bir aractir ve
melanomun ilerlemesinin altinda yatan molekiiler ve hiicresel mekanizmalarin, terapétik ajanlarin etkinliginin
ve kanser hiicreleri ile bagisiklik sistemi arasindaki etkilesimin incelenmesi icin kapsamli bir model sunar.

Organism insan

Tissue Cilt

Disease Melanom

Synonyms A 375, A-375, A375-MEL, A375-mel, A375mel

Ozellikler

Age 54 yil

Gender Kadin

Morphology Epitel benzeri

Growth Yapisik

properties
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Diizenleyici Veriler

Citation A375 (Cytion katalog numarasi 300110)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0132

Biyomolekiiler Veriler

Antigen P53 pozitif

expression

Tumorigenic Evet, ciplak farelerde

Mutational BRAF V600Emut

profile

Karyotype A375 hiicreleri, modal kromozom sayisi 62 olan hipotriploid karyotipleri ve her hiicrede malign melanom ile

iliskili genetik degisiklikleri vurgulayan dokuz isaret kromozomunun varlig ile karakterize edilir.

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 uriin
Medium numarasi 820300a)
Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 20 saat

Subculturing Yapisik hiicrelerden eski ortami ¢ikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri igin 3-
5 ml PBS ve T75 siseleri icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar igin 1-2 ml ve T75 flasklar igin 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
slispanse edin ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.
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Seeding 1x10% hiicre/cm?® 4 giin icinde birlesik tek tabaka olusturacaktir.

density

Fluid renewal haftada 2 ila 3 kez

Post-Thaw Coziildiikten sonra, hiicreleri 4 x 10% hUcre/cm2 olarak plakaya yerlestirin ve hiicrelerin dondurma isleminden
Recovery kurtulmasini ve en az 24 saat boyunca yapismasini bekleyin.

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiyiime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve

metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.

Thawing and
Culturing Cells 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde gonderildiginden,
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 madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tiim adimlari steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
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 tiipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
siipernatanti dikkatlice atin.

7. Huicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler icin,
stispansiyonu iki T25 kiiltlir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiiltlrleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biylimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin stirekli biylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltlir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.

Incubation
Atmosphere 37°C, %5 > nemlendirilmis atmosfer.
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Flask Coating
Gozildikten sonra optimum tutunma ve canlilik igin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Freezing

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

Shipping

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

Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin 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 / Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liiminesans tabanli mikoplazma tespit

yontemleri kullanilarak dislanir.

Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiiltiirleri glinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.

HLA alelleri A*:'01:01:01, '02:01:01
B*:'44:03:01, '57:01:01
C*:'06:02:01, '16:01:01
DRB1*: '04:05:01, '07:01:01
DQA1*:'02:01:01, '03:03:01
DQB1*:'03:02:01, '03:03:02
DPB1*:'04:01:01
E:'01:01:01,'01:03
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