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VSEOBECNE INFORMACIE

Popis

A375-GFP je geneticky modifikovana varianta ludskej buneckej linie maligneho melanému A375, ktora stabilne exprimuje zvySene zeleny
fluorescenény protein (eGFP). P6vodna bunkova linia A375 pochadza z kozného melanému dospelého pacienta a je Siroko pouzivana ako
model kozného melandmu, najma pre Stadie tykajlce sa onkogénnej BRAF signalizacie, kedZe obsahuje mutaciu BRAF V600E. Tato
mutécia vedie k konstitutivnej aktivacii signalnej drahy MAPK/ERK, ¢o podporuje proliferaciu a prezivanie buniek, vdaka ¢omu su bunky A375
velmi vhodné na skdimanie cielenych terapii, ako su inhibitory BRAF a MEK. Derivat exprimujici GFP si zachovava tieto molekularne a
fenotypové charakteristiky a zarovenh umoznuje aplikacie zalozené na fluorescencii.

Stabilna inkorporacia eGFP reportéra umoziuje vizualizaciu buniek A375-GFP v realnom ¢ase v systémoch in vitro aj in vivo. Fluorescen¢né
zobrazovanie ulah¢uje 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
predchadzajucimi konstruktmi GFP, ¢o umozfiuje citlivd detekciu aj pri nizkom pocte buniek. Vdaka tomu je A375-GFP obzvlast uzitocny v
experimentoch s kokultdrami, na platformach zobrazovania s vysokym obsahom Udajov a v Stadiach vyzadujdcich presné priestorové
rozliSenie spravania nadorovych buniek.

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

Geneticka modifikacia: Stabilne modifikovana replikacne nekompetentnou lentivirusovou transdukciou na expresiu reportéra zeleného
fluorescenéného proteinu ZsGreen1; udrziavana ako polyklonalna populacia pod selekciou puromycinom (1-5 pg/ml). Uroven bezpeénosti
S1/BSL-1.

Tkanivo Noha, koza

Choroba Amelanoticky melaném

KLASIFIKACIA

Organizmus Clovek
Sex Zena
Rastové vlastnosti Privrzenec
Stav GMO GMO-S1

Podrobnosti o Stattiite 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.

Urovein biologickej bezpeé&nosti 1

IDENTIFIKATORY
Citacia
A375-GFP (katalégové Cislo Cytion 305665)

Danové identifikacné €islo NCBI 9606

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

PREJAV A NACHYLNOST

Expresia antigénu
ZsGreenl (zeleny fluorescencny protein)

Mutény profil

Mutécia: BRAF, jednoducha, p.Val600Glu (c.1799T>A), homozygotna (z rodicovskej bunky).Mutacia, CDKN2A, jednoducha, p.Glu61Ter
(c.181G>T) (p.Gly75Val, ¢.224G>T), homozygotna (z rodi¢ovskej bunky).Mutacia, CDKN2A, jednoducha, p.Glu69Ter (c.205G>T)
(p.Gly83Val, c.248G>T), homozygotna (z rodi¢ovskej bunky).Mutacia, TERT, jednoduchd, c.1-146C>T (c.250C>T) (C250T), neSpecifikovana,
poznamka = v promotore (z rodi¢ovskej bunky).

MANIPULACIA A KULTIVACIA

Kultivaéné 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 (€islo vyrobku Cytion 820300a)

Inkuba¢na atmosféra 37 °C, 5 %CO02, zvlhéena atmosféra.

Doplnky stravy
Doplrite médium o 10 % FBS

Disociac¢né ¢inidlo Accutase

RozmnoZovanie kultir

Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a
pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Uplne pokryte Accutase, pricom pouzite 1 - 2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75.
Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minut, aby sa oddelili. Po inkubé&cii jemne premieSajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu
suspendované, a potom ich 3 minuty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmieSajte v cerstvom médiu a preneste
ich do novych flia$, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

Hustota vysevu 1 az 3 x 104 buniek/cm?

Obnova kvapaliny 2 az 3-krat tyzdenne

Rozmrazovanie a kultivacia

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 KRYOKONZERVACIA

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

Podmienky skladovania
Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné 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.

Dopravné podmienky

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

Vek darcu 54 rokov

Etnicka prislusnost’ Kaukazsky

PRAVNE INFORMACIE A BEZPECNOST

Bezpecnostné opatrenia

Pri planovani uskladnenia kryovirusu v kvapalnom dusiku na buddce rozmrazenie je potrebné dodrziavat prisne bezpe€nostné opatrenia.

Vhodné ochranné rukavice a odev st nevyhnutné a pocas prenosu zmrazenych vzoriek do nadrze s tekutym dusikom alebo z nej sa
vyZaduje pouZzivanie tvarovej masky alebo ochrannych okuliarov. Je to z dévodu zniZenia rizika poranenia v dosledku moznej expldzie
kryovirusu pri vyberani, ktord moéZe mat za nasledok vymrstenie ostrych Glomkov.

Zaruka

V spolo¢nosti Cytion si stojime za kvalitou a zivotaschopnostou naSich produktov.
Garantujeme, Ze naSe bunky budud Zivotaschopné na zaciatku kultivacie po€as 60 dni po odoslani z naSich zariadeni.
Zaru€ujeme, Ze vSetky materialy zodpovedaju Specifikaciam opisanym v certifikate analyzy a/alebo v produktovom liste

UplIné informacie najdete v naSom <a href=""/Kto sme/zaruka/"" hreflang=""x-default"">Vyhlaseni o zaruke
Je potrebna dohoda o prenose Yes
materialu
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