
ข้อมูลทั่วไป

Description
A549-RFP เป็นสายเซลล์มะเร็งต่อมน้ำเหลืองในปอด A549 ของมนุษย์ที่ได้รับการติดฉลากด้วยสารเรืองแสง ซึ่งได้รับการดัดแปลงให้แสดงโปรตีนเรืองแสงสีแดง (RFP) อย่างต่อเนื่อง เพื่อการสังเกตและติดตามแบบเรียลไทม์ สายเซลล์ A549 ต้นแบบถูกสร้างขึ้นจากมะเร็งต่อมน้ำเหลืองปอดที่มาจากผู้บริจาคผู้ใหญ่ และแสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์เยื่อบุผิวพร้อมคุณสมบัติการเจริญเติบโตแบบยึดติด เซลล์ A549 ยังคงรักษาลักษณะของเซลล์เยื่อบุผิวถุงลมประเภท II ไว้ รวมถึงการแสดงออกของไซโตเคราตินและความสามารถในการผลิตโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับสารลดแรงตึงผิว การนำชุดยีนแสดง RFP แบบคงที่มาใช้ ทำให้เกิดการเรืองแสงอย่างต่อเนื่องโดยไม่เปลี่ยนแปลงคุณสมบัติการเพิ่มจำนวนและเมแทบอลิซึมโดยธรรมชาติของสายพันธุ์ต้นแบบอย่างมีนัยสำคัญ ทำให้ A549-RFP เหมาะสำหรับการศึกษาภาพแบบติดตามระยะยาว

การวิเคราะห์ลักษณะการทำงานของเซลล์ A549 ในกลุ่มเซลล์มะเร็งขนาดใหญ่ได้แสดงให้เห็นว่า ขนาดเซลล์ ปริมาณโปรตีน และอัตราการสังเคราะห์โปรตีน มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับปริมาตรเซลล์ และเซลล์ที่มีขนาดใหญ่กว่ามักมีการเพิ่มจำนวนที่ช้ากว่า ในการวิเคราะห์เปรียบเทียบ เซลล์ A549 จัดอยู่ในกลุ่มสายพันธุ์เซลล์มะเร็งเยื่อบุที่มีขนาดเล็กกว่าและเพิ่มจำนวนได้เร็วกว่า เมื่อเทียบกับเซลล์ที่มีขนาดใหญ่กว่าและมีลักษณะคล้ายเซลล์เมเซนไคม์ ซึ่งแสดงการแสดงออกของวิเมนตินที่สูงขึ้นและระดับ E-cadherin ที่ต่ำลง ความแตกต่างทางเมแทบอลิซึมและฟีโนไทป์เหล่านี้มีความสำคัญต่อการตีความผลการทดลอง เนื่องจากอัตราการสังเคราะห์โปรตีนและกระแสเมแทบอลิซึมจะปรับตามขนาดเซลล์ และส่งผลต่อความไวต่อสารที่มุ่งเป้าไปที่การเพิ่มจำนวนเซลล์หรือเส้นทางอนาโบลิกที่ควบคุมโดย mTOR การดัดแปลงด้วย RFP ช่วยรักษาความเหมาะสมของเซลล์ A549 สำหรับการวิจัยทางเมแทบอลิซึมและเภสัชวิทยาดังกล่าว พร้อมทั้งช่วยให้สามารถสังเกตเห็นเซลล์ได้โดยตรง

A549-RFP ถูกใช้อย่างแพร่หลายในระบบการเพาะเลี้ยงร่วม (co-culture), แบบจำลองการปลูกถ่ายเนื้อเยื่อต่างชนิดในตำแหน่งปกติ (orthotopic) และตำแหน่งผิดปกติ (ectopic), รวมถึงการทดสอบการรุกรานหรือการแพร่กระจายของมะเร็ง ซึ่งการติดฉลากด้วยสารเรืองแสงช่วยให้สามารถแยกแยะเซลล์มะเร็งออกจากส่วนประกอบของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันหรือส่วนประกอบของโฮสต์ได้ การเรืองแสงสีแดงที่เสถียรนี้สนับสนุนการใช้งานต่าง ๆ รวมถึงการถ่ายภาพเซลล์สด การคัดกรองแบบเนื้อหาสูง (high-content screening) การวัดปริมาณโดยใช้เทคนิคโฟลว์ไซโตเมทรี (flow cytometry) และการถ่ายภาพด้วยแสงในร่างกาย (in vivo optical
imaging) ในฐานะตัวแปรที่สามารถติดตามได้ของแบบจำลองมะเร็งต่อมน้ำเหลืองปอดที่ได้รับการศึกษาอย่างละเอียด A549-RFP ให้แพลตฟอร์มที่มั่นคงสำหรับการศึกษาการเพิ่มจำนวนของเซลล์มะเร็ง การเปลี่ยนผ่านจากเซลล์เยื่อบุสู่เซลล์เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (epithelial-mesenchymal transition) การตอบสนองต่อยา และปฏิสัมพันธ์ระหว่างมะเร็งกับสภาพแวดล้อมจุลภาค ทั้งในสภาวะ in vitro และ in vivo

การดัดแปลงทางพันธุกรรม: ได้รับการดัดแปลงอย่างคงที่ผ่านกระบวนการถ่ายโอนด้วยเลนติไวรัสที่ไม่สามารถทำซ้ำได้ เพื่อแสดงโปรตีนเรืองแสงสีแดง (RFP) เป็นตัวรายงาน; รักษาไว้เป็นประชากรโพลีโคลนอลภายใต้การคัดเลือกด้วยพูโรไมซิน (1–5 µg/mL). ระดับความปลอดภัย S1/BSL-1

Organism มนุษย์

Tissue ปอด

Disease มะเร็งต่อมน้ำเหลืองในปอด

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

ลักษณะ

Age 58 ปี

Gender ชาย

Ethnicity คอเคเชียน

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation A549-RFP (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305659)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0023

GMO Status GMO-S1: สายเซลล์นี้มีโปรตีนเรืองแสงสีแดง (RFP) ที่ถูกบูรณาการอย่างมั่นคง ซึ่งถูกนำเข้ามาผ่านกระบวนการถ่ายทอดด้วยเลนติไวรัสที่ไม่สามารถทำซ้ำได้ ประชากรเซลล์โพลีโคลนัลที่ได้มาได้รับการรักษาไว้ภายใต้การคัดเลือกด้วยพูโรไมซิน (1–5 µg/mL) ต้องใช้ระบบการกักกันระดับ S1 การจัดประเภทนี้ใช้เฉพาะในเยอรมนีเท่านั้น และอาจแตกต่างออกไปในประเทศอื่น
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

Protein
expression

คำขอเสนอราคา

Antigen
expression

อาร์เอฟพี (โปรตีนเรืองแสงสีแดง)

MSI-status การกลายพันธุ์: p.Gly12Ser, ชนิดโฮโมไซโกต; การกลายพันธุ์: p.Gln37Ter, ชนิดโฮโมไซโกต

Mutational
profile

การกลายพันธุ์: p.Gly12Ser, ชนิดโฮโมไซโกต; การกลายพันธุ์: p.Gln37Ter, ชนิดโฮโมไซโกต

การจัดการ

Culture
Medium

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3.1 กรัม/ลิตร กลูโคส, w: 2.5 มิลลิโมลาร์ L-กลูตามีน, w: 15 มิลลิโมลาร์ HEPES, w: 0.5 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไพรูเวต, w: 1.2 กรัม/ลิตร NaHCO3 (บทความ Cytion หมายเลข 820400a

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Doubling time 20-40 ชั่วโมง

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ
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Thawing and
Culturing Cells 1. ยืนยันว่าขวดยังคงแช่แข็งอย่างสมบูรณ์เมื่อได้รับสินค้า เนื่องจากเซลล์ถูกจัดส่งบนน้ำแข็งแห้งเพื่อรักษาอุณหภูมิที่เหมาะสมระหว่างการขนส่ง

2. เมื่อได้รับแล้ว ให้เก็บ cryovial ทันทีที่อุณหภูมิต่ำกว่า -150 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาความสมบูรณ์ของเซลล์ หรือดำเนินการตามขั้นตอนที่ 3 หากจำเป็นต้องเพาะเลี้ยงทันที

3. สำหรับการเพาะเลี้ยงทันที ให้ละลายน้ำแข็งในหลอดอย่างรวดเร็วโดยแช่หลอดในอ่างน้ำที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมน้ำสะอาดและสารต้านจุลชีพ คนเบา ๆ เป็นเวลา 40-60 วินาที จนเหลือเพียงก้อนน้ำแข็งขนาดเล็ก

4. ดำเนินการขั้นตอนต่อไปทั้งหมดภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้ลมไหล โดยฆ่าเชื้อขวดแช่แข็งด้วยแอลกอฮอล์ 70% ก่อนเปิด

5. เปิดขวดยาฆ่าเชื้ออย่างระมัดระวัง และถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 8 มิลลิลิตร โดยผสมอย่างเบามือ

6. ปั่นเหวี่ยงส่วนผสมที่ความเร็ว 200 x g เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทส่วนใสที่ลอยอยู่ด้านบนซึ่งมีสารละลายแช่แข็งออกอย่างระมัดระวัง

7. ปฏิบัติตามขั้นตอนที่อธิบายไว้ภายใต้หัวข้อการฟื้นฟูหลังการละลาย

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, บรรยากาศชื้น

Flask Coating ไม่มี

Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Storage
Conditions สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตรเจนเหลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ −150 ถึง −196 °C การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้เฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยังไนโตรเจนเหลวเท่านั้น

การควบคุมคุณภาพและการวิเคราะห์ระดับโมเลกุล
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