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Uldine teave

Description
RF/6A on reesusmakaki (Macaca mulatta) vorkkesta ja veresoontekihi endoteelirakkude liin, mis on loodud loote

veresoontekihi ja virkkesta koest. See liin on registreeritud Cellosaurus-andmebaasis numbri CVCL_4552 all
ning kasvab epiteelilaadse morfoloogiaga adhesiivse monokihina. RF/6A rakud séilitavad peamised
endoteelirakkudele iseloomulikud omadused, sealhulgas faktor VIII (von Willebrandi faktor), fibronektiini ja
Weibel-Palade'i graanulite ekspressiooni, mida on véimalik tuvastada elektronmikroskoobiga - viimane
kinnitab nende endoteelirakkude olemust. Rida loodi algselt vorkkesta ja koroidi veresoonestumise uuringuteks
ning seda on laialdaselt kasutatud primaatide endoteelrakkude mudelina silma angiogeneesi uurimisel.

RF/6A-d saab kasutada silma angiogeneesi uurimisel, vorkkesta ja koroidi veresoonestumise uuringutes,
antiangiogeensete ravimite (VEGF-inhibiitorid, bevacizumab, ranibizumab) hindamisel, vanusega seotud
makuladegeneratsiooni (AMD) modelleerimiseks, diabeetilise retinopaatia bioloogia uurimiseks ning veresoonte
labilaskvuse hindamiseks silma mikrokeskkonnas. Kuna RF/6A parineb ahvilistelt (NHP), on see inimese
vorkkesta veresoonte bioloogiale [dhemal kui nariliste endoteelirakumudelid, eriti uuringutes, mis kasitlevad
ahvilistele iseloomulikke VEGF-isoformide reaktsioone ja silma farmakoloogiat. Seda liini kasutatakse tavaliselt
torukujunduse testides, randetestides ja VEGF-stimulatsiooni katsetes.

RF/6A-d kasvatatakse adhesiivkultuurina EMEM-is, millele on lisatud 10% FBS ja 1% NEAA, temperatuuril 37 °C
niisutatud 5% CO,-atmosfaaris. Rakke subkultiveeritakse Accutase’iga 70-80% konfluentsuse juures, et véltida
kontaktinhibitsiooni ja endoteeli fenotiilibi kadu. Jagamissuhe on 1:3 kuni 1:5, kiilvitihedus 1-2 x 10* rakku/cm?.
Kasvukeskkonda vahetatakse 2-3 korda nadalas.

Organism Reesusmakakas

Tissue Kooroid, vorkkest

Disease Normaalne vorkkesta koroidendoteel (loote; mittetumorigeenne)
Metastatic site Ei kohaldata (normaalne loote vorkkesta ja veresoonte endoteelirakkude liin)

Applications Silma angiogeneesi uuringud; vorkkesta ja koroidi veresoonestus; anti-VEGF-ravi hindamine (bevacizumab,
ranibizumab); AMD ja diabeetilise retinopaatia modelleerimine; torukeste moodustumise katsed; veresoonte
labilaskvus; NHP-primaatide vGrkkesta endoteelimudel

Omadused

Age Loote

Gender Tapsustamata sugu

Ethnicity Ei kohaldata (inimestele mittekuuluvate primaatide rakuliin; Macaca mulatta)
Morphology Epiteelilaadsed
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Cell type Endoteelirakud
Growth Kinnipeetav
properties

Regulatiivsed andmed

Citation RF/6A (Cytioni katalooginumber 305150)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9544

CellosaurusAccession CVCL_4552

GMO Status Geneetiliselt muundamata; loodusliku tiitipi reesusmakaki loote virkkesta koroidendoteeli rakuliin

Biomolekulaarsed andmed

Protein Faktor R, fibronektiin
expression
Tootlemine
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamiin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytioni artikli number 820100a)
Medium
Supplements Taiendada sé6tme 10% FBS ja 1% NEAAga
Dissociation Accutase
Reagent
Doubling time umbes 24-36 tundi
Subculturing Eemaldage kleepunud rakkudelt vana s66tme ja peske neid PBS-ga, milles puudub kaltsium ja magneesium.

T25 kolbide puhul kasutage 3-5 ml PBS-i ja T75 kolbide puhul 5-10 ml. Seejarel katke rakud taielikult
Accutase'iga, kasutades 1-2 ml T25 kolbide puhulja 2,5 ml T75 kolbide puhul. Laske rakkudel inkubeerida 8-10
minutit toatemperatuuril, et need eralduksid. Parast inkubeerimist segage rakud ettevaatlikult 10 ml s66tmega,
et neid resuspenseerida, seejdrel tsentrifuugige 3 minutit 300xg juures. Visake supernatant ara, suspenseerige
rakud uuesti varskes keskkonnas ja viige need uutesse kolvidesse, mis sisaldavad juba varsket keskkonda.

Split ratio 1-5
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Seeding 1-2 x 10* rakku/cm?

density

Fluid renewal 2 kuni 3 korda nidalas

Post-Thaw Parast sulatamist kiilvake rakud tihedusega 5 x 10* rakku/cm? ja laske neil enne esimest kasvukeskkonna
Recovery vahetust vahemalt 24 tundi kinnituda. Arge laske kultuuridel saavutada taielikku konfluentsust, kuna

kontaktinhibitsioon vGib vdhendada endoteelrakkude fenotiiipi.

Freeze Kriiosdilitusvedelikusena kasutame téielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujdulisus
medium parast sulatamist, vdi CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja
metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada taastumist ja vahendada kriiostressi.

Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jaaga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sailitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sailimine, voi jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda 6rnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jaaklomp.

4. Tehke kdik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake lilejdanud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sootmekeskkond Uihte T25 kolbi, et soodustada rakkude tdhusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5% s niisutatud atmosfaar.
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Flask Coating Puudub

E:ii::fre Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Shipping

Conditions Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadaga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvotmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.
Sailitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult liihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
Uleviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil / HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pohiste analiiliside kui ka luminestsentsil pdhinevate
miikoplasma tuvastamise meetodite abil.
Bakteriaalse, seene- voi pdrmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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