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Generel information

Description
RF/6A er en endotelcellelinje fra nethinden og drehinden hos rhesusmakaken (Macaca mulatta), der er etableret

ud fra fetalt veev fra arehinden og nethinden. Linjen er registreret i Cellosaurus under betegnelsen CVCL_4552 og
vokser som et vedhaeftende monolag med epitelagtig morfologi. RF/6A-celler bevarer vigtige
endotelcellekarakteristika, herunder ekspression af faktor VIl (von Willebrand-faktor), fibronektin og Weibel-
Palade-granuler, der kan pavises ved elektronmikroskopi — hvor sidstnaevnte bekrzefter deres
endotelcelleidentitet. Linjen blev oprindeligt etableret til studier af vaskularisering i nethinden og arehinden og
er blevet bredt anvendt som en primat-endotelmodel til forskning i okulaer angiogenese.

RF/6A kan anvendes i forskning i okuleer angiogenese, undersggelser af vaskularisering i nethinden og
arehinden, evaluering af antiangiogene midler (VEGF-ha&mmere, bevacizumab, ranibizumab), modellering af
aldersrelateret makuladegeneration (AMD), biologi ved diabetisk retinopati samt vurdering af vaskulaer
permeabilitet i det okulaere mikromilje. Da RF/6A stammer fra ikke-menneskelige primater (NHP), ligger den
teettere pa den menneskelige nethindens vaskuleere biologi end endotelmodeller fra gnavere, isar i forbindelse
med undersggelser, der involverer primatspecifikke VEGF-isoformresponser og okulaer farmakologi. Stammen
anvendes almindeligvis i rerdannelsesassays, migrationsassays og VEGF-stimuleringsforsog.

RF/6A opbevares som en adhaerent kultur i EMEM tilsat 10 % FBS og 1 % NEAA ved 37 °C i en befugtet atmosfaere
med 5 % CO,. Cellerne subkultiveres med Accutase ved 70-80 % konfluens for at forhindre kontaktinhibering og
tab af endotelfenotypen. Opdelingsforhold 1:3 til 1:5, udsaningstaethed 1-2 x 10* celler/cm?. Mediet udskiftes
2-3 gange om ugen.

Organism Rhesus makak

Tissue Arehinde, nethinde

Disease Normalt endotel i nethinden og arehinden (foster; ikke-tumorfremkaldende)
Metastatic site Ikke relevant (normal cellelinje fra fosterets nethinde og arehinde)

Applications Forskning i okulaer angiogenese; vaskularisering af nethinden og arehinden; evaluering af anti-VEGF-behandling
(bevacizumab, ranibizumab); modellering af AMD og diabetisk retinopati; rerdannelsesforseg; vaskulaer
permeabilitet; nethindeendotelmodel hos NHP-primater

Karakteristika

Age Foster

Gender Kon uspecificeret

Ethnicity Ikke relevant (cellelinje fra ikke-menneskelige primater; Macaca mulatta)
Morphology Epitel-lignende
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Cell type Endotheliale celler
Growth Vedhaftende
properties
Regulatoriske data
Citation RF/6A (Cytion katalognummer 305150)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9544

CellosaurusAccession CVCL_4552

GMO Status Ingen genetisk modifikation; vildtype-cellelinje fra endotelceller i nethinden og drehinden hos
rhesusmakak-foster

Biomolekylare data

Protein Faktor B fibronektin
expression
Handtering
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion artikelnummer 820100a)
Medium
Supplements Suppler mediet med 10% FBS og 1% NEAA
Dissociation Accutase
Reagent
Doubling time ca. 24 til 36 timer
Subculturing Fjern det gamle medium fra de klaebende celler, og vask dem med PBS, der ikke indeholder calcium og

magnesium. Brug 3-5 ml PBS til T25-kolber og 5-10 ml til T75-kolber. Daek derefter cellerne helt med Accutase,
brug 1-2 ml til T25-kolber og 2,5 ml til T75-kolber. Lad cellerne inkubere ved stuetemperatur i 8-10 minutter for
at lasne dem. Efter inkubationen blandes cellerne forsigtigt med 10 ml medium for at resuspendere dem, og
centrifugeres derefter ved 300xg i 3 minutter. Kassér supernatanten, resuspender cellerne i frisk medium, og
overfer dem til nye kolber, der allerede indeholder frisk medium.
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Split ratio 1til5

Seeding 1til 2 x 10* celler/cm?

density

Fluid renewal 2 til 3 gange om ugen

Post-Thaw Efter optening udplades cellerne med en teethed pad 5 x 10* celler/cm?, og der skal ga mindst 24 timer, for det
Recovery farste medieskift foretages, sa cellerne kan haefte sig fast. Lad ikke kulturerne na fuld konfluens, da

kontaktinhibering kan reducere den endoteliale faenotype.

Freeze Som kryopraeserveringsmedium bruger vi komplet veekstmedium (inklusive FBS) + 10 % DMSO for tilstraekkelig

medium levedygtighed efter optening eller CM-1 (Cytion-katalognummer 800100), som indeholder optimerede
osmobeskyttende stoffer og metaboliske stabilisatorer for at forbedre genopretningen og reducere kryo-
induceret stress.

Thawing and

Culturing Cells 1. Bekraeft, at haetteglasset forbliver dybfrosset ved levering, da cellerne sendes pa teris for at opretholde
optimale temperaturer under transport.

2. Ved modtagelsen skal du enten straks opbevare kryohaetteglasset ved temperaturer under -150 °C for at
sikre, at cellernes integritet bevares, eller ga videre til trin 3, hvis gjeblikkelig dyrkning er pakreevet.

3. Ved gjeblikkelig dyrkning optes haetteglasset hurtigt ved at nedsaenke det i et 37 °C varmt vandbad med
rent vand og et antimikrobielt middel og rare forsigtigt i 40-60 sekunder, indtil der kun er en lille isklump
tilbage.

4. Udfer alle efterfalgende trin under sterile forhold i en flowhaette, og desinficer kryovialet med 70 %
ethanol, fgr det dbnes.

5. Abn forsigtigt det desinficerede haetteglas, og overfar cellesuspensionen til et 15 ml centrifugerar, der
indeholder 8 ml kulturmedium ved stuetemperatur, og bland forsigtigt.

6. Centrifuger blandingen ved 300 x g i 3 minutter for at adskille cellerne, og kassér omhyggeligt
supernatanten, der indeholder resterende frysemedium.

7. Resuspender forsigtigt cellepelleten i 10 ml frisk dyrkningsmedium. For klaebende celler deles
suspensionen mellem to T25-kulturkolber; for suspensionskulturer overfgres alt mediet til en T25-kolbe
for at fremme effektiv celleinteraktion og -vaekst.

8. Overhold etablerede subkulturprotokoller for fortsat vaekst og vedligeholdelse af cellelinjen, hvilket
sikrer palidelige eksperimentelle resultater.
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Incubation

Atmosphere 37°C, 5% s befugtet atmosfaere.

Flask Coating Ingen

Freezing

Procedure Kryopraeserverede cellelinjer sendes pa teris i valideret, isoleret emballage med tilstraekkeligt kelemiddel til at
opretholde ca. -78 °C under hele transporten. Ved modtagelse skal beholderen straks inspiceres, og
haetteglassene skal straks overfgres til passende opbevaring.

Shipping

Conditions Kryopraeserverede cellelinjer sendes pa teris i valideret, isoleret emballage med tilstraekkeligt kelemiddel til at
opretholde ca. -78 °C under hele transporten. Ved modtagelse skal beholderen straks inspiceres, og
haetteglassene skal straks overfares til passende opbevaring.

Storage

Conditions For langtidsopbevaring anbringes haetteglas i flydende nitrogen i dampfase ved ca. -150 til -196 °C. Opbevaring

ved -80 °C er kun acceptabelt som et kort mellemtrin fer overfersel til flydende nitrogen.

Kvalitetskontrol /| Genetisk profil /| HLA

Sterility
Mycoplasma-kontaminering udelukkes ved hjalp af bade PCR-baserede assays og luminescensbaserede
mycoplasma-detektionsmetoder.
For at sikre, at der ikke er nogen bakterie-, svampe- eller gaerforurening, underkastes cellekulturerne daglige
visuelle inspektioner.
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