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Obecné informace

Description
A549-RFP je fluorescenéné znaceny derivat lidské bunééné linie adenokarcinomu plic A549, ktery byl geneticky

upraven tak, aby konstitutivné exprimoval cerveny fluorescencni protein (RFP) pro vizualizaci a sledovani v
realném Case. Plivodni linie A549 byla vytvorena z adenokarcinomu plic od dospélého darce a vykazuje
epitelialni morfologii s adhezivnimi ristovymi charakteristikami. Buriky A549 si zachovavaji vlastnosti
alveolarnich epitelialnich bunék typu Il, véetné exprese cytokeratin( a schopnosti produkce proteint spojenych
s povrchové aktivnimi latkami. Zavedeni stabilni kazety pro expresi RFP umoZriuje nepretrzitou fluorescenci bez
vyznamné zmény vnitfnich proliferacnich a metabolickych vlastnosti materské linie, diky ¢emuz je A549-RFP
vhodny pro longitudinalni zobrazovaci studie.

Funk¢ni charakterizace bunék A549 v ramci velkych paneld rakovinnych bunék prokazala, Ze velikost bunék,
obsah bilkovin a rychlost syntézy bilkovin pozitivné koreluji s objemem bunék a Ze vétsi buriky maji tendenci se
mnoZit pomaleji. V komparativnich analyzach se buriky A549 fadi mezi relativné mensi, rychleji se mnozici
epitelialni rakovinné bunécné linie, na rozdil od vétsich, spise mezenchymalnich bunék, které vykazuji vyssi
expresi vimentinu a nizsi hladiny E-kadherinu. Tyto metabolické a fenotypové rozdily jsou relevantni pro
experimentalni interpretaci, protoZe rychlost syntézy proteind a metabolické toky se méni s velikosti bunék a
ovliviuiji citlivost na latky zamérené na proliferaci nebo mTOR-regulované anabolické drahy. Modifikace RFP
zachovava vhodnost bunék A549 pro takové metabolické a farmakologické vyzkumy a zarover umoznuje

pfimou vizualizaci.

A549-RFP je Siroce pouZivan v systémech spolecné kultury, ortotopickych a ektopickych xenotransplantacnich
modelech a testech invaze nebo metastazy, kde fluorescenéni znaceni usnadriuje rozliSeni nadorovych bunék od
stromalnich nebo hostitelskych komponent. Stabilni ¢ervena fluorescence podporuje aplikace véetné
zobrazovani zivych bunék, screeningu s vysokym obsahem, kvantifikace zaloZené na pritokové cytometrii a
optického zobrazovani in vivo. Jako sledovatelna varianta dobre charakterizovaného modelu adenokarcinomu
plic poskytuje A549-RFP robustni platformu pro studium proliferace nadorovych bunék, epitelialné-
mezenchymalni transformace, reakce na éky a interakci mezi nadorem a mikroprostredim jak in vitro, tak in
vivo.

Organism Clovék

Tissue Plice

Disease Adenokarcinom plic

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

Charakteristika

Age 58 let
Gender MuZi
Ethnicity Kavkazsky
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Regulacni udaje

Citation A549-RFP (katalogové ¢islo Cytion 305659)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_0023

GMO Status GMO-S1: Tato linie karcinomu plic A549 obsahuje lentivirovou konstrukci RFP umoZnujici zobrazovani
Cervené fluorescence. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a jinde se muze lisit.

Biomolekularni data

Protein RFP
expression
MSI-status Mutace: p.Gly12Ser, homozygotni; Mutace: p.Gln37Ter, homozygotni
Mutational Mutace: p.Gly12Ser, homozygotni; Mutace: p.Gln37Ter, homozygotni
profile
» L4
Zpracovani
Culture DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku
Medium Cytion 820300a)
Supplements Doplrite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 20-40 hodin

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium + 10% DMSO pro zajisténi dostatecné
medium Zivotaschopnosti po rozmrazeni.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmrazena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni bud okamZité uloZte kryovialku pfi teploté nizsi neZ -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 200 x g po dobu 5 minut, supernatant obsahujici mrazici médium opatrné
zlikvidujte.

7. Postupujte podle postupu popsaného v ¢asti Obnova po rozmrazeni

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA
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