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Bendra informacija

Description
RF/6A - tai rezus makaky (Macaca mulatta) tinklainés choroidinio endotelio lasteliy linija, iSauginta iS vaisiaus

choroidés ir tinklainés audiniy. Si linija ,Cellosaurus“ duomeny bazéje registruota kaip CVCL_4552 ir auga kaip
prisitvirtines monosluoksnis, pasizymintis epitelio tipo morfologija. RF/6A lastelés iSlaiko pagrindines endotelio
savybes, jskaitant VIII faktoriaus (von Willebrando faktoriaus), fibronektino ir Weibel-Palade granuliy, aptinkamy
elektroniniu mikroskopu, ekspresija - pastarosios patvirtina jy endotelio tapatybe. Si linija i$ pradZiy buvo
sukurta tinklainés ir choroidés vaskuliarizacijos tyrimams ir placiai naudojama kaip primaty endotelio modelis
akiy angiogenezés tyrimams.

RF/6A tinka akiy angiogenezés tyrimames, tinklainés ir gyslainés kraujagysliy susidarymo tyrimams,
antiangiogeniniy preparaty (VEGF inhibitoriy, bevacizumabo, ranibizumabo) vertinimui, su amziumi susijusios
geltonosios démés degeneracijos (AMD) modeliavimui, diabetinés retinopatijos biologijai ir kraujagysliy
pralaidumo akies mikroaplinkoje vertinimui. Kadangi RF/6A kilusi iS neZmoginiy primaty (NHP), ji yra artimesné
Zmogaus tinklainés kraujagysliy biologijai nei grauziky endotelio modeliai, ypac atliekant tyrimus, susijusius su
primatams badingomis VEGF izoformy reakcijomis ir akiy farmakologija. Si linija daZnai naudojama vamzdeliy
formavimo tyrimams, migracijos tyrimams ir VEGF stimuliacijos eksperimentams.

RF/6A linija auginama kaip adhezyviné kultira EMEM terpéje, papildytoje 10 % FBS ir 1 % NEAA, 37 °C
temperatiroje drégnoje 5 % CO, atmosferoje. Lastelés perauginamos naudojant ,,Accutase“ esant 70-80 %
konfluencijai, siekiant iSvengti kontaktinio slopinimo ir endotelio fenotipo praradimo. Padalijimo santykis
1:3-1:5, paséjimo tankis 1-2 x 10* lgsteliy/cm?. Terpé keiiama 2-3 kartus per savaite.

Organism Rezus makaka

Tissue Choréja, tinklainé

Disease Normalus tinklainés choroidinis endotelis (embrioninis; netumorogeninis)
Metastatic site Netaikoma (jprasta vaisiaus tinklainés choroidinés endotelio lasteliy linija)

Applications Akiy angiogenezés tyrimai; tinklainés ir gyslainés kraujagysliy susidarymas; anti-VEGF terapijos vertinimas
(bevacizumabas, ranibizumabas); AMD ir diabetinés retinopatijos modeliavimas; vamzdeliy formavimosi
tyrimai; kraujagysliy pralaidumas; NHP primaty tinklainés endotelio modelis

Charakteristikos
Age Vaisius
Gender Lytis nenurodyta
Ethnicity Netaikoma (neZmogiskuyjy primaty lasteliy linija; Macaca mulatta)
Morphology | epitelj panasus
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Cell type Endotelio lastelés
Growth Prigludes
properties

Reguliavimo duomenys

Citation RF/6A (Cytion katalogo numeris 305150)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9544

CellosaurusAccession CVCL_4552

GMO Status Be genetiniy modifikacijy; nattralios rasies rezus makaky vaisiaus tinklainés choroidinés endotelio
lasteliy linija

Biomolekuliniai duomenys

Protein Faktorius R, fibronektinas
expression
Tvarkymas
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutaminas, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion gaminio numeris 820100a)
Medium
Supplements Papildykite terpe 10 % FBS ir 1 % NEAA
Dissociation Accutase
Reagent
Doubling time mazdaug nuo 24 iki 36 valandy
Subculturing Pasalinkite sena terpe nuo prilipusiy lasteliy ir nuplaukite jas PBS, kuriame néra kalcio ir magnio. T25 kolboms

naudokite 3-5 ml PBS, o T75 kolboms - 5-10 ml. Tuomet visiskai uzpilkite lasteles "Accutase", naudodami 1-2 ml
T25 kolboms ir 2,5 ml T75 kolboms. Leiskite lasteléms inkubuotis kambario temperatiroje 8-10 minuciy, kad jos
atsiskirty. Po inkubacijos atsargiai sumaisykite lasteles su 10 ml terpés, kad jos vél suspenduoty, tada 3 minutes
centrifuguokite 300xg greiciu. ISmeskite supernatanta, vél sutirpinkite lasteles SvieZioje terpéje ir perkelkite jas j
naujas kolbas, kuriose jau yra SvieZia terpé.
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Split ratio 1-5

Seeding 1-2 x 10* lasteliy/cm?

density

Fluid renewal 2-3 kartus per savaite

Post-Thaw AtSildZius, lasteles pasékite 5 x 10* lasteliy/cm? tankumu ir pries pirmajj terpés keitima palaukite maZiausiai 24
Recovery valandas, kol lastelés prisitvirtins. Neleiskite, kad kultiiros pasiekty visisSka konfluencija, nes kontaktinis

slopinimas gali susilpninti endotelio fenotipa.

Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiska augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO, kad baty uztikrintas

medium tinkamas gyvybingumas po atsildymo, arba CM-1 (Cytion katalogo numeris 800100), kurioje yra optimizuoty
osmoprotektoriy ir medZiagy apykaitos stabilizatoriy, kad bity pagerintas atsigavimas ir sumazintas
kriokonservavimo sukeltas stresas.

Thawing and

Culturing Cells 1. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uzSaldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu bity palaikoma optimali temperatira.

2. Gave iS karto laikykite kriovialg Zemesnéje nei -150 °C temperatiroje, kad uztikrintuméte lasteliy
vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

3. Jeinorite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindami jj j 37 °C temperatiros
vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

4. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
mégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatiiros mitybinés terpés, atsargiai iSmaiSykite.

6. Misinj centrifuguokite 300 x g greiciu 3 minutes, kad atsiskirty lastelés, ir atsargiai iSmeskite
supernatantg su Saldymo terpés likuciais.

7. Svelniai resuspenduokite lasteliy granules 10 ml SvieZios mitybinés terpés. Jei lastelés yra prigludusios,
suspensija padalykite j dvi T25 kolbas; jei tai suspensinés kultiiros, visa terpe perkelkite j vieng T25
kolba, kad paskatintuméte veiksminga lasteliy saveika ir augima.

8. Laikykités nustatyty subkulttiry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir buty palaikoma, taip
uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.
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Incubation

Atmosphere 37°C,5 %coz’ drékintoje atmosferoje.

Flask Coating Néra

Freezing

Procedure Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami ja apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Shipping

Conditions Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu buty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Storage

Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skysta azota mazdaug-150-196 °C temperatiroje.

Laikymas -80 °C temperatiiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé / Genetinis profilis / HLA

Sterility
Mikoplazmos uzterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos
aptikimo metodus.
Siekiant uztikrinti, kad nebuty uzterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielémis, lasteliy kultliros kasdien vizualiai
tikrinamos.
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