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Informacje ogélne

Description
A549-RFP to znakowana fluorescencyjnie pochodna ludzkiej linii komérkowej A549 pochodzacej z

gruczolakoraka ptuca, zmodyfikowana genetycznie w celu statej ekspresji czerwonego biatka fluorescencyjnego
(RFP) w celu wizualizacji i $ledzenia w czasie rzeczywistym. Pierwotna linia A549 zostata wyhodowana z
gruczolakoraka ptuca pochodzacego od dorostego dawcy i wykazuje morfologie nabtonkowa oraz cechy
wzrostu adhezyjnego. Komarki A549 zachowuja cechy komérek nabtonka pecherzykowego typu Il, w tym
ekspresje cytokeratyn oraz zdolnos¢ do produkgji biatek zwigzanych z surfaktantem. Wprowadzenie stabilnej
kasety ekspresyjnej RFP umozliwia ciagta fluorescencje bez znaczacego zmieniania wewnetrznych wtasciwosci
proliferacyjnych i metabolicznych linii macierzystej, dzieki czemu linia A549-RFP nadaje sie do badan
obrazowania podtuznego.

Charakterystyka funkcjonalna komérek A549 w ramach duzych paneli komérek nowotworowych wykazata, ze
wielkos¢ komorki, zawartos¢ biatka oraz tempo syntezy biatek sa dodatnio skorelowane z objetosciag komorki, a
wieksze komorki maja tendencje do wolniejszej proliferacji. W analizach poréwnawczych komarki A549
zaliczane s3 do stosunkowo mniejszych, szybciej proliferujacych linii komérek nowotworowych nabtonkowych,
w przeciwienstwie do wiekszych komdrek o charakterze bardziej mezenchymalnym, ktére wykazuja wyzsza
ekspresje wimentyny i nizszy poziom E-kadheryny. Te réznice metaboliczne i fenotypowe maja znaczenie dla
interpretacji wynikow eksperymentalnych, poniewaz tempo syntezy biatek i strumienie metaboliczne s3
proporcjonalne do wielkosci komoérek i wptywajg na wrazliwo$¢ na czynniki ukierunkowane na proliferacje lub
szlaki anaboliczne regulowane przez mTOR. Modyfikacja RFP pozwala zachowac przydatnosé komorek A549 do
takich badan metabolicznych i farmakologicznych, umozliwiajac jednoczesnie bezposrednia wizualizacje.

Komorki A549-RFP s3 szeroko stosowane w systemach wspothodowli, modelach ortotopowych i ektopowych
przeszczepow heterogenicznych oraz w testach inwazji lub przerzutéw, gdzie znakowanie fluorescencyjne
utatwia odréznienie komérek nowotworowych od elementéw zrebu lub gospodarza. Stabilna czerwona
fluorescencja umozliwia zastosowania, w tym obrazowanie zywych komoérek, przesiewanie o wysokiej
zawartosci, kwantyfikacje oparta na cytometrii przeptywowej oraz obrazowanie optyczne in vivo. Jako
identyfikowalny wariant dobrze scharakteryzowanego modelu gruczolakoraka ptuca, A549-RFP stanowi solidna
platforme do badania proliferacji komérek nowotworowych, przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego,
odpowiedzi na leki oraz interakcji miedzy nowotworem a mikrosrodowiskiem zaréwno w warunkach in vitro, jak
iinvivo.

Modyfikacja genetyczna: Stabilnie zmodyfikowany poprzez transdukcje lentiwirusowa bez zdolnosci do
replikacji w celu ekspresji reporterowego biatka fluorescencyjnego o czerwonej barwie (RFP); utrzymywany jako
populacja poliklonalna pod selekcjg puromycyna (1-5 pug/mL). Poziom bezpieczenstwa S1/BSL-1.

Organism Cztowiek

Tissue Ptuco

Disease Gruczolakorak ptuc

Synonyms A 549, A549, NCI-A549, A549/ATCC, A549 ATCC, A549ATCC, hA549

Charakterystyka
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Age 58 lat
Gender Mezczyzna
Ethnicity Kaukaski
Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne

Citation A549-RFP (numer katalogowy Cytion 305659)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0023

GMO Status GMO-S1: Ta linia komérkowa zawiera stabilnie zintegrowany reporter w postaci czerwonego biatka
fluorescencyjnego (RFP), wprowadzony za pomoca transdukcji lentiwirusowej bez zdolnosci do
replikacji. Powstata populacje komorek poliklonalnych utrzymywano pod selekcja puromycyna (1-5
ug/ml). Wymagany jest poziom bezpieczenistwa S1. Klasyfikacja ta obowiazuje wytacznie na terenie
Niemiec i moze roznic sie w innych krajach.

Dane biomolekularne

Protein zapytanie ofertowe
expression
Antigen RFP (czerwone biatko fluorescencyjne)
expression
MSI-status Mutacja: p.Gly12Ser, homozygotyczna; Mutacja: p.GIn37Ter, homozygotyczna
Mutational Mutacja: p.Gly12Ser, homozygotyczna; Mutacja: p.GIn37Ter, homozygotyczna
profile
Obstuga
Culture DMEM: Ham’s F12 (1:1), stezenie: 3,1 g/l glukozy, stezenie: 2,5 mM L-glutaminy, stezenie: 15 mM HEPES, stezenie:
Medium 0,5 mM pirogronianu sodu, stezenie: 1,2 g/l NaHCO; (numer katalogowy Cytion 820400a)
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Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 20-40 godzin

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

Thawing and

Culturing Cells

1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa
wysytane w suchym lodzie, aby utrzymac optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewni¢
zachowanie integralno$ci komérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac jg w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta woda i $rodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesine komdrek do 15 ml probdwki
wiréwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 200 x g przez 5 minut, ostroznie odrzuci¢ supernatant zawierajacy
pozywke do zamrazania.

7. Postepowac zgodnie z procedura opisana w sekcji Odzyskiwanie po rozmrozeniu

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating Brak
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z::‘pdpi::?fns Linie komodrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci i analiza molekularna
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