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Altalanos informaciok

Description
Az RF/6A egy rhesus makako (Macaca mulatta) retinalis choroidalis endotelialis sejtvonal, amelyet magzati

choroidalis és retinalis szovetbdl allitottak eld. A sejtvonal a Cellosaurus adatbazisban CVCL_4552 kod alatt
szerepel, és epitheliumszerl morfoldgiaju, adheziv monorétegként szaporodik. Az RF/6A sejtek megérzik a
legfontosabb endotelialis jellemz6ket, beleértve a Vili-as faktor (von Willebrand-faktor), a fibronektin és az
elektronmikroszképpal kimutathatd Weibel-Palade-granulatumok expresszidjat - ez utébbiak igazoljak
endotelialis jellegliket. A vonalat eredetileg a retinalis és choroidalis vascularizacio vizsgalatara hoztak létre, és
széles korben alkalmazzak féemlés endotelialis modellként a szem angiogenezis kutatasaban.

Az RF/6A alkalmazhato a szem angiogenezisének kutatasaban, a retinalis és choroidalis vaszkularizaci6
vizsgalatdban, az antiangiogén szerek (VEGF-gétlok, bevacizumab, ranibizumab) értékelésében, az életkorral
Osszefliggé makuladegeneracié (AMD) modellezésére, a diabéteszes retinopatia bioldgiajanak vizsgélatara,
valamint a szem mikrokornyezetében a vaszkularis permeabilitas értékelésére. Anem emberi féeml6s (NHP)
eredetnek koszonhet6en az RF/6A kozelebb all az emberi retinalis érrendszer bioldgiajahoz, mint a ragcsald
endotelialis modellek, kiilonésen a féemlSs-specifikus VEGF-izoformak reakcidit és a szemészeti farmakoldgiat
vizsgald kutatasok esetében. A sejtvonalat gyakran hasznaljak cséképz6dési vizsgalatokban, migracids
vizsgalatokban és VEGF-stimulacids kisérletekben.

Az RF/6A-t adhézids tenyészetként tartjak fenn 10% FBS-szel és 1% NEAA-val kiegészitett EMEM-ben, 37 °C-on,
parasitott, 5% CO,-tartalmu légkorben. A sejteket 70-80%-o0s konfluencianal Accutase segitségével
szubkultivaljak a kontaktgatlas és az endotelialis fenotipus elvesztésének megel6zése érdekében. Az osztasi
arany 1:3-1:5, a beliltetési s(irliség 1-2 x 10* sejt/cm?. A tapkdzeget hetente 2-3 alkalommal cserélik.

Organism Rhesus makdakd

Tissue Agyhdrtya, retina

Disease Normalis retinélis choroidalis endotélium (magzati; nem tumorogén)
Metastatic site Nem alkalmazhato (normalis magzati retinalis choroidalis endotelialis sejtvonal)

Applications A szem angiogenezisével kapcsolatos kutatasok; a retinalis és a choroidalis érrendszer kialakulasa; az anti-VEGF-
terapia értékelése (bevacizumab, ranibizumab); az AMD és a diabéteszes retinopatia modellezése; cséképzddési
vizsgalatok; érrendszeri permeabilitds; NHP-féemlés retinélis endotelidlis modell

Jellemzok
Age Magzat
Gender Meghatérozatlan nem(i

Ethnicity Nem alkalmazhat6 (nem emberi f6eml8s sejtvonal; Macaca mulatta)
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Morphology Epithelszer(
Cell type Endothel sejtek
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation RF/6A (Cytion katalégusszam: 305150)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9544

CellosaurusAccession CVCL_4552

GMO Status Génmodositas nélkiil; vad tipusu rhesus makaké magzati retinalis choroidalis endotelialis sejtvonal

Biomolekularis adatok

Protein Rfaktor, fibronektin
expression
&,
A kezelese
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion cikkszam: 820100a)
Medium
Supplements Ataptalajt 10% FBS-szel és 1% NEAA-val kell kiegésziteni
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time kb. 24-36 6ra
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Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekr6l, és mossa ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-
6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznalva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalas utan dvatosan keverjlik 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
feltiluszot, szuszpendalja Gjra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at 6ket 0j lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.

Split ratio 1-5

Seeding 1-2 x 10* sejt/cm?

density

Fluid renewal hetente 2-3 alkalommal

Post-Thaw Felolvasztas utan a sejteket 5 x 10* sejt/cm? s(irliséggel liltessiik be a tenyésztéedénybe, és az els6 tapkozeg-
Recovery csere el6tt legalabb 24 6rat varjunk a tapadasra. Ne hagyjuk, hogy a tenyészetek teljes konfluenciat érjenek el,

mivel a kontaktgatlas csokkentheti az endotelialis fenotipust.

Freeze Krioprezervald taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznélunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Ellenérizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megé6rzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcios liveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomé nem marad.

4. Az Osszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fert6tlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-0s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkolcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ parasitott légkor.

Flask Coating Nincs

Freezing
Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,

hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfeleld tarolohelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld tarolohelyre.
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Storage
Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabol helyezze az livegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, koriilbeliil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel el6tt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés

Sterility
A mikoplazma-szennyez6dést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapd mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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