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Genel bilgi

Description
RF/6A, fetal koroid ve retina dokusundan elde edilmis bir rhesus makak (Macaca mulatta) retina koroid endotel
hiicre hattidir. Bu hiicre hatti, Cellosaurus’ta CVCL_4552 numarasiyla kayitlidir ve epitel benzeri morfolojiye
sahip, yapiskan bir tek tabaka halinde bliyiir. RF/6A hiicreleri, Faktor VIII (von Willebrand faktori), fibronektin ve
elektron mikroskobu ile saptanabilen Weibel-Palade graniillerinin ekspresyonu dahil olmak tizere temel endotel
ozelliklerini korur; bu graniiller, hiicrelerin endotel kimligini teyit eder. Bu hiicre hatti, baslangicta retina ve
koroid vaskiilarizasyonu ¢alismalari icin olusturulmus olup, okiiler anjiyogenez arastirmalari icin bir primat
endotel modeli olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

RF/6A, okliler anjiyogenez arastirmalarinda, retina ve koroid vaskiilarizasyonu ¢alismalarinda, anti-anjiyojenik
ajanlarin (VEGF inhibitorleri, bevacizumab, ranibizumab) degerlendirilmesinde, yasa bagli makiiler
dejenerasyon (AMD) modellemesi, diyabetik retinopati biyolojisi ve okiiler mikroortamdaki vaskiiler
gecirgenligin degerlendirilmesinde kullanilabilir. insan disi primat (NHP) kékenli olmasi, RF/6A'y1 kemirgen
endotel modellerine kiyasla insan retina vaskiiler biyolojisine daha yakin kilar; bu durum 6zellikle primatlara
0zgli VEGF izoform yanitlarini ve okiiler farmakolojiyi iceren ¢alismalarda énemlidir. Bu hiicre hatti, tiip olusumu
testlerinde, go¢ testlerinde ve VEGF stimilasyon deneylerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

RF/6A, %10 FBS ve %1 NEAA ile takviye edilmis EMEM ortaminda, nemlendirilmis %5 CO, atmosferinde 37°C'de
yapiskan kiltiir olarak muhafaza edilir. Hiicreler, temas inhibisyonunu ve endotel fenotipinin kaybini 6nlemek
amaciyla %70-80 konfluans seviyesinde Accutase kullanilarak alt kiltiirlenir. B6lme orani 1:3 ila 1:5, tohumlama
yogunlugu 1-2 x 10* hiicre/cm?'dir. Besiyeri haftada 2-3 kez yenilenir.

Organism Rhesus makag|

Tissue Koroid, retina

Disease Normal retina koroid endoteli (fetal; timor olusturmayan)

Metastatic site Uygulanamaz (normal fetal retina koroid endotel hiicre hatti)

Applications Okdiler anjiyogenez arastirmalari; retina ve koroid vaskiilarizasyonu; anti-VEGF tedavisi degerlendirmesi
(bevacizumab, ranibizumab); AMD ve diyabetik retinopati modellemesi; tiip olusumu testleri; vaskiiler
gecirgenlik; NHP primat retina endotel modeli

Ozellikler

Age Fetis

Gender Cinsiyet belirtilmemis

Ethnicity Uygulanamaz (insan disi primat hiicre dizisi; Macaca mulatta)

Morphology Epitel benzeri
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Cell type Endotel hiicreleri
Growth Yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation RF/6A (Cytion katalog numarasi 305150)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9544

CellosaurusAccession CVCL_4552

GMO Status Genetik modifikasyon icermez; vahsi tip rhesus makak fetal retina koroid endotel hiicre hatti

Biyomolekiiler Veriler

Protein Faktor & Fibronektin
expression
Ellecleme
Culture EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamin, w: 2,2 g/L NaHCO3, w: EBSS (Cytion makale numarasi 820100a)
Medium
Supplements Ortami %10 FBS ve %1 NEAA ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time yaklasik 24 ila 36 saat

Subculturing Yapisik hiicrelerden eski ortami gikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri igin 3-
5 ml PBS ve T75 siseleri icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar i¢in 1-2 ml ve T75 flasklar igin 2,5 ml
kullanarak hiicreleri Accutase ile tamamen kaplayin. Hiicreleri ayirmak icin oda sicakliginda 8-10 dakika
inkiibasyona birakin. inkiibasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek icin 10 ml besiyeriyle hafifce
karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santrifiijleyin. Slipernatanti atin, hiicreleri taze besiyerinde yeniden
stispanse edin ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

Split ratio 1'den 5'e kadar
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Seeding 1lila 2 x 10* hiicre/cm?

density

Fluid renewal haftada 2 ila 3 kez

Post-Thaw Coziildiikten sonra, hiicreleri 5 x 10* hiicre/cm? yogunlugunda plakalara ekleyin ve ilk besiyeri degisiminden
Recovery once hiicrelerin yapismasi icin en az 24 saat bekleyin. Temas inhibisyonu endotel fenotipini azaltabileceginden,

kiilturlerin tam konfluansa ulagmasina izin vermeyin.

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam bliyiime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-induklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.

Thawing and
Culturing Cells 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde gonderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinligtin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldinp kiiglik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce calkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice acin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kdiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
suipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kulttr ortaminda yavasca yeniden stispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
suspansiyonu iki T25 kiiltlir sisesi arasinda boliin; stispansiyon kiiltirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiylimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli bilylimesi ve bakimi igin belirlenmis alt kiiltlir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.

Incubation
Atmosphere 37°C, %500 nemlendirilmis atmosfer.
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Flask Coating Yok

Freezing

Procedure Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Shipping

Conditions Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz izerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen igine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol / Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liiminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiiltiirleri glinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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