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INFORMACJE OGOLNE

Opis

A375-GFP to zmodyfikowana genetycznie odmiana ludzkiej linii komérkowej czerniaka ztosliwego A375, stabilnie wyrazajgca biatko
wzmocnionej zielonej fluorescencji (eGFP). Pierwotna linia komérkowa A375 pochodzi z guza czerniaka skoéry u dorostego pacjenta i jest
szeroko stosowana jako model czerniaka skérnego, szczegoélnie w badaniach dotyczacych onkogennej sygnalizacji BRAF, poniewaz zawiera
mutacje BRAF V600E. Mutacja ta prowadzi do konstytutywnej aktywacji szlaku MAPK/ERK, stymulujgc proliferacje i przezywalno$¢ komoérek,
co sprawia, ze komorki A375 sg niezwykle przydatne w badaniach nad terapiami celowanymi, takimi jak inhibitory BRAF i MEK. Odmiana
wyrazajgca GFP zachowuje te cechy molekularne i fenotypowe, umozliwiajac jednoczesnie zastosowania oparte na fluorescencji.

Stabilne wbudowanie reporterowego eGFP pozwala na wizualizacje komérek A375-GFP w czasie rzeczywistym zaréwno w systemach in
vitro, jak i in vivo. Obrazowanie fluorescencyjne utatwia monitorowanie proliferacji, migracji, inwazji i zmian morfologicznych komérek, a takze
Sledzenie wzrostu guza i rozprzestrzeniania sie przerzutow w modelach ksenotransplantacyjnych. Ulepszony wariant GFP zapewnia wigkszg
jasnos¢ i stabilnos¢ w poréwnaniu z wezesniejszymi konstruktami GFP, umozliwiajac czute wykrywanie nawet przy matej liczbie komorek.
Dzieki temu linia A375-GFP jest szczego6lnie przydatna w eksperymentach z hodowlg mieszana, na platformach obrazowania o wysokiej
zawartosci informacji oraz w badaniach wymagajacych precyzyjnej rozdzielczosci przestrzennej zachowania komoérek nowotworowych.

Linia A375-GFP zachowuje agresywny i proliferacyjny fenotyp macierzystej linii czerniaka, w tym wrazliwo$¢ na inhibitory szlaku MAPK oraz
zdolnos¢ do inwazji i tworzenia przerzutéw w modelach eksperymentalnych. Dodanie GFP rozszerza jej zastosowanie w przesiewaniu lekow,
obrazowaniu zywych komorek oraz badaniach interakcji miedzy nowotworem a mikrosrodowiskiem. Podobnie jak w przypadku innych linii
komdrkowych znakowanych reporterami, w konkretnych zastosowaniach eksperymentalnych zaleca sie weryfikacje stabilnosci fluorescencji i
jej spéjnosci w kolejnych pasazach.

Modyfikacja genetyczna: Stabilnie zmodyfikowana poprzez transdukcje lentiwirusowa bez zdolnosci do replikacji w celu ekspresji
reporterowego biatka zielonej fluorescencji ZsGreenl; utrzymywana jako populacja poliklonalna pod selekcja puromycyna (1-5 pg/mL).
Poziom bezpieczenstwa S1/BSL-1.

Chusteczka Noga, skora

Choroba Czerniak amelanotyczny

KLASYFIKACJA

Organizm Cztowiek
Seks Kobieta
Wtasciwos$ci zwiazane ze wzrostem Zwolennik
Status GMO GMO-S1

Szczegotowe informacje dotyczace 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.

Poziom bezpieczenstwa biologicznego 1

IDENTYFIKATORY
Zrédto
A375-GFP (numer katalogowy Cytion 305665)

Numer identyfikacji podatkowej NCBI 9606
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Cellosaurus CVCL Qz67

EKSPRESJA | PODATNOSC

Ekspresja antygenu
ZsGreenl (zielone biatko fluorescencyjne)

Profil mutacji

Mutacja: BRAF, mutacja punktowa, p.Val600Glu (c.1799T>A), homozygotyczna (pochodzaca z linii komérkowej rodzica).Mutacja, CDKN2A,
prosta, p.Glu61Ter (c.181G>T) (p.Gly75Val, c.224G>T), homozygotyczna (z macierzystej linii komérkowej).Mutacja, CDKN2A, prosta,
p.Glu69Ter (c.205G>T) (p.Gly83Val, c.248G>T), homozygotyczna (z macierzystej linii komérkowej).Mutacja, TERT, prosta, c.1-146C>T
(c.250C>T) (C250T), nieokreslona, uwaga = w promotorze (z macierzystej linii komoérkowej).

POSTEPOWANIE | HODOWLA

Pozywka hodowlana
DMEM, w: 4,5 g/l glukozy, w: 4 mM L-glutaminy, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pirogronianu sodu (numer artykutu Cytion 820300a)

Atmosfera inkubacyjna 37°C, 5%C02, nawilzona atmosfera.

Suplementy
Uzupetni¢ podtoze 10% FBS

Odczynnik dysocjacyjny Accutase

Hodowla komérek w subkulturze

Usun starg pozywke z przylegajacych komorek i przemyj je PBS, kt6ry nie zawiera wapnia i magnezu. W przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5
ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj komorki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75.
Pozwdél komdrkom inkubowac w temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzielic. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10
ml pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant, ponownie zawiesi¢ komoérki w
Swiezej pozywce i przenies¢ je do nowych kolb zawierajgcych juz $wiezg pozywke.

Gestos¢ wysiewu 1 do 3 x 104 komorek/cm?2

Odnawianie ptynéw 2 do 3 razy w tygodniu

Rozmrazanie i hodowla

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 JAKOSCI | KRIOKONSERWACJA

Pozywka do zamrazania Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej + 10% DMSO w
celu zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu.

Warunki przechowywania

W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiesci¢ fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od -150 do -196 °C.
Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krotki etap przejsciowy przed przeniesieniem do ciektego azotu.
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_QZ67

Warunki wysyiki

Linie komorkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych opakowaniach z wystarczajaca
iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymac temperature okoto -78°C przez caly czas transportu. Po otrzymaniu przesyiki nalezy natychmiast
sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc¢ fiolki do odpowiedniego miejsca przechowywania.

DARCZYNCA
Wiek dawcy 54 lata
Pochodzenie etniczne Kaukaski

KWESTIE PRAWNE | BEZPIECZENSTWO

Srodki bezpieczenstwa

Planujac przechowywanie kriofiolek w cieklym azocie w celu ich pdzniejszego rozmrozenia, nalezy bezwzglednie przestrzegac
rygorystycznych srodkéw bezpieczenstwa. Niezbedne sg odpowiednie rekawice i odziez ochronna, a podczas przenoszenia zamrozonych
probek do lub ze zbiornika z ciektym azotem wymagane jest stosowanie maski lub okularéw ochronnych. Ma to na celu zmniejszenie ryzyka
obrazen spowodowanych potencjalnymi eksplozjami kriowialu podczas wyjmowania, ktére moga skutkowaé wyrzuceniem ostrych
fragmentow.

Gwarancja

W Cytion gwarantujemy jakos¢ i zywotnos¢ naszych produktow.

Gwarantujemy, ze nasze komorki beda zywotne na poczatku hodowli przez 60 dni po wysytce z naszych zaktadow.

Zapewniamy, ze wszystkie materialy sg zgodne ze specyfikacjami opisanymi w certyfikacie analizy i/lub karcie produktu

Szczegoétowe informacje mozna znalez¢ w naszej <a href=""/Who-we-are/Warranty/"" hreflang=""x-default"">O$wiadczeniu gwarancyjnym

Wymagana umowa o transferze Yes

materiatow
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