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OBECNE INFORMACE

Popis

A375-GFP je geneticky modifikovana varianta lidské bunécné linie A375 pochazejici z maligniho melanomu, ktera stabilné exprimuje zesileny
zeleny fluorescenéni protein (eGFP). Pvodni bunééna linie A375 pochazi z kozniho melanomu dospélého pacienta a je Siroce vyuzivana
jako model kozniho melanomu, zejména pro studie tykajici se onkogenni BRAF signalizace, jelikoZ nese mutaci BRAF V600E. Tato mutace
vede ke konstitutivni aktivaci signalni drahy MAPK/ERK, ktera podporuje proliferaci a pfeziti bunék, diky ¢emuz jsou buriky A375 vysoce
relevantni pro vyzkum cilenych terapii, jako jsou inhibitory BRAF a MEK. Derivat exprimujici GFP si zachovava tyto molekularni a fenotypové
vlastnosti a zaroven umoziuje aplikace zalozené na fluorescenci.

Stabilni za¢lenéni reportéru eGFP umoZziuje vizualizaci bunék A375-GFP v realném €ase jak v systémech in vitro, tak in vivo. Fluorescencni
zobrazovani usnadiiuje sledovani bunécéné proliferace, migrace, invaze a morfologickych zmén, stejné jako sledovani rdstu nadoru a 3ifeni
metastaz v modelech xenotransplantattl. Vylepsena varianta GFP poskytuje vy33i jas a stabilitu ve srovnani s dfivéjsimi GFP konstrukty, coz
umoznuje citlivou detekci i pfi malém poctu bunék. Diky tomu je A375-GFP obzvlasté uzite€ny v experimentech s kokulturami, na platformach
pro high-content imaging a ve studiich vyZzadujicich pfesné prostorové rozliSeni chovani nadorovych bunék.

A375-GFP si zachovava agresivni a proliferativni fenotyp matefské melanomové linie, v€etné citlivosti na inhibitory signalni drahy MAPK a
schopnosti invaze a metastazovani v experimentalnich modelech. Pridani GFP rozSifuje jeji vyuzitelnost pro screening léCiv, zobrazovani
zivych bunék a studie interakci mezi nadorem a mikroprostfedim. Stejné jako u jinych buné€nych linii znacenych reportérem se pro konkrétni
experimentalni aplikace doporucuje ovéreni stability a konzistence fluorescence v prib&hu pasazi.

Geneticka modifikace: Stabilné modifikovano lentivirovou transdukci neschopnou replikace k expresi reportéru zeleného fluorescenéniho
proteinu ZsGreenl; udrzovano jako polyklonalni populace pod selekci puromycinem (1-5 pg/ml). Urover bezpe&nosti S1/BSL-1.

Tkan Noha, kiize

Nemoc Amelanoticky melanom
KLASIFIKACE

Organismus Clovék

Sex Zena

RUstové vlastnosti Privrzenec

Stav GMO GMO-S1

Podrobnosti o statusu GMO

GMO-S1: This cell line contains a stably integrated ZsGreenl green fluorescent protein reporter introduced via replication-incompetent
lentiviral transduction. The resulting polyclonal cell population was maintained under puromycin selection (1-5 pg/mL). S1 containment is
required. This classification applies only within Germany and may differ elsewhere.

Uroveii biologické bezpeé&nosti 1

IDENTIFIKATORY

Citace
A375-GFP (katalogové Cislo Cytion 305665)

Danové identifika¢ni €islo NCBI 9606

Cellosaurus CVCL Qz67
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_QZ67

EXPRESE A NACHYLNOST

Exprese antigenu
ZsGreenl (zeleny fluorescenéni protein)

Mutaéni profil

Mutace: BRAF, jednoduchd, p.Val600Glu (c.1799T>A), homozygotni (z rodicovské bunééné linie).Mutace, CDKN2A, jednoduchd, p.Glu61Ter
(c.181G>T) (p.Gly75Val, ¢.224G>T), homozygotni (z rodiCovské bunécné linie).Mutace, CDKN2A, jednoducha, p.Glu69Ter (c.205G>T)
(p.Gly83Val, c.248G>T), homozygotni (z matefské bunécné linie).Mutace, TERT, jednoducha, ¢.1-146C>T (c.250C>T) (C250T),
nespecifikovana, poznamka = v promotoru (z matefské bunécné linie).

MANIPULACE A CHOV

Péstovaci médium
DMEM, w: 4,5 g/l glukézy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku Cytion 820300a)

Inkubac¢ni atmosféra 37 °C, 5 %CO02, zvlhéena atmosféra.

Doplnky stravy
Doplrite médium o 10% FBS

Disociacni ¢inidlo Accutase

Subkultivace

Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hof¢iku. Pro banky T25 pouzijte 3-5 ml PBS a pro banky
T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pficemz pouzijte 1-2 ml pro barky T25 a 2,5 ml pro banky T75. Nechte bunky
inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se oddélily. Po inkubaci jemné promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu
suspendovany, a poté je odstredte pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v Cerstvém médiu a preneste je
do novych banék, které jiz obsahuiji Cerstvé médium.

Hustota vysevu 1 az 3 x 104 bunék/cm?

Obnova tekutin 2 az 3krat tydné

Rozmrazovani a kultivace

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 200 x g for 5 minutes, carefully discard the supernatant containing freezing medium.

Follow the procedure described under Post-Thaw Recovery

KONTROLA KVALITY A KRYOKONZERVACE

Mrazici médium Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium + 10% DMSO pro
zajisténi dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni.

Podminky skladovani
Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196 °C. Skladovani pfi -80 °C je
pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Dopravni podminky

Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovéfenych, izolovanych obalech s dostate€nym mnoZstvim chladiva, aby se
po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného

skladu.

Cytion GmbH Registered office Heidelberg Banking information

Nikola-Tesla-Str. 3 VAT ID: DE283292917 Sparkasse Heidelberg

69124 Heidelberg Local court Mannheim - HRB 714394 IBAN: DE35 6725 0020 0009 2076 86
Tel: +49 (0)6221 405780 CEO / Geschaftsfiihrer: Jonathan Steubing BIC: SOLADES1HDB
info@cytion.com

cytion.com

2/3



DARCE

Vék darce 54 let

Etnicka pfislusnost Kavkazsky

PRAVNI INFORMACE A BEZPECNOSTNi POKYNY

Bezpecnostni opatfeni

PFi planovani ulozeni kryovialu v kapalném dusiku pro budouci rozmrazeni je nutné dodrzovat pfisna bezpec€nostni opatfeni. Nezbytné jsou
vhodné ochranné rukavice a odév a pfi prenaseni zmrazenych vzork( do nadrze s kapalnym dusikem nebo z ni je nutné pouzivat obli¢ejovou
masku nebo ochranné bryle. To proto, aby se snizilo riziko zranéni v dlsledku moZnych vybuchd kryovialli pfi jejich vyjimani, které mohou mit
za nasledek vystielovani ostrych Glomkd.

Zaruka

Ve spolecénosti Cytion si stojime za kvalitou a Zivotaschopnosti nasich produktd.

Zaru€ujeme, Ze naSe buiiky budou zivotaschopné na zacatku kultivace po dobu 60 dnli po odeslani z nasich zafizeni.
Zaru€ujeme, Ze vSechny materialy odpovidaji specifikacim popsanym v certifikatu analyzy a/nebo v produktovém listu
Uplné informace naleznete v naSem <a href=""/Kdo-jsme/Zaruka/™" hreflang=""x-default"">Zaru¢nim prohlaseni

Je nutna smlouva o pfevodu materialu  Yes
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