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Description
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Age

A549-RFP este un derivat marcat fluorescent al liniei celulare umane A549 de adenocarcinom pulmonar,
modificata genetic pentru a exprima in mod constitutiv proteina fluorescenta rosie (RFP), in scopul vizualizarii si
urmaririi Tn timp real. Linia parentala A549 a fost obtinuta dintr-un adenocarcinom pulmonar provenit de la un
donator adult si prezinta o morfologie epiteliala cu caracteristici de crestere aderenta. Celulele A549 pastreaza
caracteristicile celulelor epiteliale alveolare de tip Il, inclusiv expresia citocheratinelor si capacitatea de a
produce proteine asociate cu surfactantul. Introducerea unei casete de expresie stabild a RFP permite o
fluorescenta continua fara a altera in mod semnificativ proprietatile proliferative si metabolice intrinseci ale
liniei parentale, ceea ce face ca A549-RFP sa fie potrivita pentru studii de imagistica longitudinala.

Caracterizarea functionala a celulelor A549 in cadrul unor panouri extinse de celule canceroase a demonstrat ca
dimensiunea celulard, continutul de proteine si rata de sinteza a proteinelor sunt corelate pozitiv cu volumul
celular, iar celulele mai mari tind sa prolifereze mai lent. in analizele comparative, celulele A549 se incadreaza
printre liniile celulare canceroase epiteliale relativ mai mici si cu proliferare mai rapida, spre deosebire de
celulele mai mari, de tip mai mezenchimal, care prezinta o expresie mai ridicata a vimentinei si niveluri mai
scazute de E-caderina. Aceste distinctii metabolice si fenotipice sunt relevante pentru interpretarea
experimentala, intrucat ratele de sinteza proteica si fluxurile metabolice variaza in functie de dimensiunea
celulara si influenteaza sensibilitatea la agentii care vizeaza proliferarea sau cdile anabolice reglate de mTOR.
Modificarea cu RFP mentine adecvarea celulelor A549 pentru astfel de investigatii metabolice si farmacologice,
permitand Tn acelasi timp vizualizarea directa.

A549-RFP este utilizata pe scara larga in sisteme de coculturd, in modele de xenogrefa ortotopica si ectopica,
precum si in teste de invazie sau metastazare, unde marcarea fluorescenta faciliteaza distingerea celulelor
tumorale de componentele stromale sau ale gazdei. Fluorescenta rosie stabild permite aplicatii precum
imagistica celulelor vii, screeningul de continut ridicat, cuantificarea bazata pe citometria de flux si imagistica
optica in vivo. Ca varianta trasabila a unui model bine caracterizat de adenocarcinom pulmonar, A549-RFP ofera
o platforma robusta pentru studierea proliferarii celulelor tumorale, a tranzitiei epitelial-mezenchimale, a
raspunsului la medicamente si a interactiunilor dintre tumora si micromediul inconjurator, atat in conditii in
vitro, cat si in vivo.

Modificare genetica: Modificat stabil prin transductie lentivirala incompetenta din punct de vedere al replicarii
pentru a exprima un reporter de proteina fluorescenta rosie (RFP); mentinut ca populatie policlonala sub
selectie cu puromicina (1-5 pg/mL). Nivel de izolare S1/BSL-1.

Om

Plaman

Adenocarcinom pulmonar

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

58 de ani
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Gender Masculin
Ethnicity Caucazian
Growth Aderent
properties

Date de reglementare

Citation A549-RFP (numar de catalog Cytion 305659)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0023

GMO Status GMO-S1: Aceastsd linie celulara contine un reporter de tip proteina fluorescenta rosie (RFP) integrat in
mod stabil, introdus prin transductie lentivirala incompetenta din punct de vedere al replicarii.
Populatia celulara policlonala rezultata a fost mentinuta sub selectie cu puromicina (1-5 pg/mL). Este
necesara izolarea de tip S1. Aceasta clasificare se aplica numai in Germania si poate diferiin alte tari.

Date biomoleculare

Protein RFP
expression
Antigen RFP (proteina fluorescenta rosie)
expression
MSI-status Mutatie: p.Gly12Ser, homozigota; Mutatie: p.GIn37Ter, homozigota
Mutational Mutatie: p.Gly12Ser, homozigota; Mutatie: p.GIn37Ter, homozigota
profile
Manipulare
Culture DMEM: Ham's F12 (1:1), continand: 3,1 g/l glucoza, 2,5 mM L-glutamina, 15 mM HEPES, 0,5 mM piruvat de sodiu,
Medium 1,2 g/l NaHCO; (numar de articol Cytion 820400a)
Supplements Suplimentati mediul cu 10% FBS
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Dissociation
Reagent

Doubling time

Freeze
medium

Thawing and

Accutase

20-40 ore

Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet + 10% DMSO pentru o viabilitate adecvata dupa
dezghetare.

Culturing Cells T < - . . <
g 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata
carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.
2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.
3. Pentru cultivarea imediatd, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia Intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curatd si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 micd aglomerare de gheata.
4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfecténd crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.
5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.
6. Se centrifugheaza amestecul la 200 x g timp de 5 minute, se arunca cu grija supernatantul care contine
mediul de congelare.
7. Se urmeaza procedura descrisa la sectiunea Recuperare dupa decongelare
Incubation
Atmosphere 37°C, 5%c0y° atmosfera umidificata.
Flask Coating Niciuna
Shipping
Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toata durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.
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Storage

Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza Tn azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa Tntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

Controlul calitatii si analiza moleculara
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