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Obecné informace

Description

Organism

Tissue

Disease

Metastatic site

Applications

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Morphology

RF/6A je bunécna linie endotelialnich bunék sitnice a cévnatky makaka rhesus (Macaca mulatta), ziskana z
fetalni cévnatky a sitnice. Tato linie je v databazi Cellosaurus registrovana pod oznacenim CVCL_4552 a roste
jako adhezivni monovrstva s epitelidlni morfologii. Buriky RF/6A si zachovavaji kli¢ové endotelialni
charakteristiky, v€etné exprese faktoru VIl (von WillebrandGv faktor), fibronektinu a Weibel-Paladeho granuli
detekovatelnych elektronovou mikroskopii - pricemz praveé tyto granule potvrzuji jejich endotelialni identitu.
Tato linie byla plivodné vytvorena pro studium vaskularizace sitnice a cévnatky a je Siroce vyuzivana jako model
endotelu primatl pro vyzkum oéni angiogeneze.

RF/6A je pouzitelnd ve vyzkumu ocni angiogeneze, ve studiich vaskularizace sitnice a cévnatky, pfi hodnoceni
antiangiogennich latek (inhibitory VEGF, bevacizumab, ranibizumab), modelovani vékem podminéné makularni
degenerace (AMD), biologie diabetické retinopatie a hodnoceni vaskularni permeability v oénim mikroprostredi.
Diky svému plvodu z nehumannich primatl (NHP) je linie RF/6A bliZe biologii cévni sité lidské sitnice nez
endotelialni modely hlodavcl, zejména pro studie zahrnujici reakce na izoformy VEGF specifické pro primaty a
ocni farmakologii. Tato linie se béZné pouZziva v testech tvorby trubicek, testech migrace a experimentech se
stimulaci VEGF.

RF/6A se kultivuje jako adhezivni kultura v médiu EMEM doplnéném 10 % FBS a 1 % NEAA pfi teploté 37 °C ve
zvlhéené atmosfére s 5 % CO,. Buriky se subkultivuji pomoci Accutase pfi 70-80 % konfluence, aby se zabranilo
kontaktni inhibici a ztraté endotelidlniho fenotypu. Pomér déleni 1:3 a7 1:5, hustota vysevu 1-2 x 10* bunék/cm?.
Médium se obnovuje 2-3krat tydné.

Makak rhesus

Cévnatka, sitnice

Normalni endotel sitnice a cévnatky (fetalni; netumorogenni)

Neplati (normalni bunécna linie endotelialnich bunék choroidalni vrstvy sitnice plodu)

Vyzkum ocni angiogeneze; vaskularizace sitnice a cévnatky; hodnoceni terapie anti-VEGF (bevacizumab,
ranibizumab); modelovani AMD a diabetické retinopatie; testy tvorby trubicek; vaskuldrni permeabilita; model
endotelu sitnice primatd z Fadu NHP

Plod

Pohlavi nespecifikovano

Nevztahuje se (bunécéna linie primata jiného nez ¢lovéka; Macaca mulatta)

Epitelu podobné
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Cell type

Growth
properties

Regulaéni udaje
Citation
Biosafety level

NCBI_TaxID

Endotelialni buriky

Adherentni

RF/6A (katalogové Cislo Cytion 305150)

9544

CellosaurusAccession CVCL_4552

GMO Status

Bez genetické modifikace; bunécna linie endotelidlnich bunék choroidalni vrstvy sitnice plodu makaka
rhesus divokého typu

Biomolekularni data

Protein Faktor B fibronektin
expression
» L4
Zpracovani
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/l NaHCO3, w: EBSS (¢islo ¢lanku Cytion 820100a)
Medium
Supplements Doplfite médium o 10 % FBS a 1 % NEAA
Dissociation Accutase
Reagent
Doubling time pfiblizn& 24 az 36 hodin
Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofciku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5 ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pricemz pouzijte 1-2 ml pro
bariky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.
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Split ratio laz5

Seeding 1a72 x 10* bunék/cm?

density

Fluid renewal 2 a7 3krat tydné

Post-Thaw Po rozmrazeni naneste buriky na kultivaéni misky v hustoté 5 x 10* bunék/cm? a pfed prvni vyménou média
Recovery vycCkejte alespori 24 hodin, aby se buriky pfichytily. Nedovolte, aby kultury dosahly plné konfluence, protoze

kontaktni inhibice mGze oslabit endotelialni fenotyp.

Freeze Jako kryokonzerva¢ni médium pouzivame kompletni rlistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep3eni regenerace a snizeni stresu

zpUsobeného kryo.

Thawing and

rin . . o - _ . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pri dodani hluboce zmrazenad, protoze buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

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

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

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pratokové 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 pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.
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Incubation

Atmosphere 37°C, 5% zvlhéend atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozZstvim 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.

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 pfiblizné -150 a7 -196

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

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vylou¢ena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich
metod detekce mykoplazmy.
Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunécné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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