Product sheet u' CYtion

Ogniwa RF/6A | 305150

Informacje ogélne

Description
RF/6A to linia komorek $rodbtonka naczyniowki i siatkdwki makaka rezusa (Macaca mulatta), wyhodowana z

tkanki naczynidwki i siatkowki ptodu. Linia ta jest zarejestrowana w bazie Cellosaurus pod numerem CVCL_4552
i ro$nie w postaci przylegajacej monowarstwy o morfologii przypominajacej nabtonek. Komérki RF/6A
zachowuja kluczowe cechy Srédbtonka, w tym ekspresje czynnika VIl (czynnika von Willebranda), fibronektyny
oraz ziarnistosci Weibela-Palade’a wykrywalnych za pomoca mikroskopii elektronowej — te ostatnie
potwierdzaja ich Srédbtonkowa tozsamos¢. Linia ta zostata pierwotnie wyhodowana do badan nad
unaczynieniem siatkowki i naczynidéwki i jest szeroko stosowana jako model srédbtonka naczelnych w
badaniach nad angiogeneza oczna.

RF/6A ma zastosowanie w badaniach nad angiogeneza ocznga, badaniach unaczynienia siatkdwki i naczyniowki,
ocenie srodkéw antyangiogennych (inhibitoréw VEGF, bewacyzumabu, ranibizumabu), modelowania
zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem (AMD), biologii retinopatii cukrzycowej oraz oceny
przepuszczalnosci naczyniowej w mikrosrodowisku oka. Pochodzenie z grupy naczelnych innych niz cztowiek
(NHP) sprawia, ze linia RF/6A jest blizsza biologii naczyn siatkdwki cztowieka niz modele $rédbtonka gryzoni,
szczegdlnie w badaniach dotyczacych specyficznych dla naczelnych odpowiedzi izoform VEGF oraz farmakologii
oka. Linia ta jest powszechnie wykorzystywana w testach tworzenia naczyn, testach migracji oraz
eksperymentach ze stymulacja VEGF.

Linia RF/6A jest hodowana jako hodowla przylegajaca w pozywce EMEM uzupetnionej 10% FBS i 1% NEAA w
temperaturze 37°C w nawilzonej atmosferze zawierajacej 5% CO,. Komdrki poddaje sie subkulturowi przy uzyciu
Accutase przy 70-80% konfluencji, aby zapobiec hamowaniu kontaktowemu i utracie fenotypu srédbtonka.
Stosunek podziatu wynosi 1:3 do 1:5, a gestos¢ wysiewu 1-2 x 10* komérek/cm?. Pozywke wymienia sie 2-3 razy
w tygodniu.

Organism Makak rezus

Tissue Naczynidwka, siatkdwka

Disease Prawidtowy $rédbtonek naczynidéwki siatkéwki (ptodowy; nie nowotworowy)
Metastatic site Nie dotyczy (normalna linia komérek $rédbtonka naczyniéwki siatkowki ptodu)

Applications Badania nad angiogeneza oczna; unaczynienie siatkowki i naczyniéwki; ocena terapii anty-VEGF (bewacyzumab,
ranibizumab); modelowanie AMD i retinopatii cukrzycowej; testy tworzenia rurek; przepuszczalnos$é naczyn;
model $rédbtonka siatkdwki u naczelnych z rzedu NHP

Charakterystyka
Age Ptod
Gender Pte¢ nieokre$lona
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Ethnicity Nie dotyczy (linia komérkowa naczelnych innych niz cztowiek; Macaca mulatta)
Morphology Podobny do nabtonka

Cell type Komérki $rédbtonka

Growth Adherent

properties

Dane regulacyjne

Citation RF/6A (numer katalogowy Cytion 305150)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9544

CellosaurusAccession CVCL_4552

GMO Status Bez modyfikacji genetycznej; linia komorek srodbtonka naczynidwki siatkdwki ptodu makaka rezusa
typu dzikiego

Dane biomolekularne

Protein Czynnik K& fibronektyna
expression
Obstuga
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-glutamina, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (numer artykutu Cytion 820100a)
Medium
Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS i 1% NEAA
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time ok. 24-36 godzin

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Niemcy 2
Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



Product sheet d CYtion

Ogniwa RF/6A | 305150

Subculturing Usun starg pozywke z przylegajacych komdrek i przemyj je PBS, ktory nie zawiera wapnia i magnezu. W
przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komorki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél komdrkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komorki w Swiezej pozywce i przeniesc je do nowych kolb zawierajacych juz Swieza pozywke.

Split ratio od1ldo5

Seeding od 1 do 2 x 10* komdrek/cm?

density

Fluid renewal 2 do 3 razy w tygodniu

Post-Thaw Po rozmrozeniu nalezy wysia¢ komérki w gestosci 5 x 10* komdrek/cm? i odczekaé co najmniej 24 godziny, az
Recovery komorki przylgna do podtoza, przed pierwsza wymiana pozywki. Nie nalezy dopuscic do osiagniecia przez

hodowle petnej konfluencji, poniewaz hamowanie kontaktowe moze ostabic fenotyp srodbtonka.

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucic supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdow.

Incubation

or 0 s
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating Brak

Freezing
Procedure Linie komédrkowe poddane kriokonserwacji s3 wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych

opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymad temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pdpi::?fns Linie komodrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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