
יללכ עדימ

Description
RF/6A סוזר קוקמ ףוק לש תיתשרהו תימדה לש ילאילתודנא םיאת וק אוה (Macaca mulatta), ב םושר וקה .רבוע לש תיתשרו תימד תמקרמ םקוהש-Cellosaurus רפסמה תחת CVCL_4552 יאת .לתיפא תיומד היגולופרומ תלעב הקבד תיאת-דח הבכשכ לדגו RF/6A רוטקפ לש יוטיב ללוכ ,םייזכרמ םיילאילתודנא םינייפאמ לע םירמוש VIII (דנרבליו ןופ רוטקפ), תיניע הזנגויגנא רקחמל םיטמירפ לש ילתודנא לדומכ בחרנ ןפואב ץמואו ,דיאורוכהו תיתשרה לש היצזירלוקסו לע םירקחמל רוקמב םקוה וקה .תילאילתודנאה םתוהז תא תוששאמ תונורחאה רשאכ — ינורטקלא פוקסורקימ תועצמאב יוהיזל תונתינה הדלאפ-לבייו תולונרגו ,ןיטקנורביפ.

RF/6A םיינגויגנא-יטנא םירמוח תכרעהל ,תימדהו תיתשרה לש היצזירלוקסו לע םירקחמל ,תיניע הזנגויגנא רקחמל םיאתמ (יבכעמ VEGF, באמוזיבינר ,באמוזיצווב), ליגל רושקה ירלוקמ ןווינ לש םילדומ (AMD), לש ותויה .תיניע-ורקימה הביבסב םדה ילכ תורידח תכרעהו ,תיתרכוס היתפוניטר לש היגולויב RF/6A םדא ינב םניאש םיטמירפב ורוקמש (NHP) ל םייפיצפס םימרופוזיא לש תובוגתב םיקסועה םירקחמב דחוימב ,םימסרכמ לש םייללתודנא םילדומ רשאמ רתוי תישונאה תיתשרב םדה ילכ לש היגולויבל ותוא ברקמ-VEGF יוריג לש םייוסינבו הדידנ תוקידבב ,תורוניצ תורצוויה תוקידבב ללכ ךרדב שמשמ וקה .ןיעה לש היגולוקמרפבו םיטמירפב VEGF.

RF/6A ב הקבד תוברתכ קזחומ-EMEM 10% תפסותב FBS 1%-ו NEAA 37° לש הרוטרפמטבC 5% לש החל הריפסומטאב CO₂. תועצמאב הנשמ תיברת םירבוע םיאתה Accutase עובשב םימעפ 3–2 ףלחומ םוידמה .ר"מס/םיאת 10⁴ × 2–1 איה העירזה תופיפצו ,1:5 דע 1:3 אוה הקולחה סחי .ילתודנאה פיטונפה ןדבואו עגמ בוכיע עונמל ידכ ,80%–70 לש תופיפצל םיעיגמ םה רשאכ.

Organism קוקמ ףוק

Tissue תיתשר ,תימד

Disease (םילודיגל םרוג וניאש ;ירבוע) תיתשרב תימדה לש ילמרונ לתודנא

Metastatic site (ילמרונ בצמב ,רבועה תיתשרב תימדה לש ילאילתודנא םיאת וק) יטנוולר אל

Applications NHP םיטמירפ לש תיתשרה לתודנא לדומ ;םד ילכ תורידח ;תורוניצ תריציל תוקידב ;תיתרכוס היתפוניטרו AMD לש םילדומ ;(באמוזיבינר ,באמוזיצואב) VEGF-יטנא לופיט תכרעה ;תימדבו תיתשרב םד ילכ ;תיניע הזנגויגנא אשונב רקחמ

םינייפאמ

Age רבוע

Gender רדגומ אל ןימ

Ethnicity (Macaca mulatta ;םדא ינב םניאש םיטמירפ לש םיאת וק) יטנוולר אל

Morphology לתיפא יומד

Cell type לתודנא יאת

Growth
properties

קבד

םיירוטלוגר םינותנ

Citation RF/6A (יגולטק רפסמ Cytion 305150)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9544
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CellosaurusAccession CVCL_4552

GMO Status "wildtype" גוסמ סוזר קוקמ ףוק לש רבועה תיתשרב תימדה ןפוד לש םיילאילתודנא םיאת וק ;יטנג יוניש אלל

םיירלוקלומ-ויב םינותנ

Protein
expression

ןיטקנורביפ ,Ⅷ רוטקפ

לופיט

Culture
Medium

EMEM (MEM Eagle), w: 2 mM L-Glutamine, w: 2.2 g/L NaHCO3, w: EBSS (יגולטק רפסמ Cytion 820100a)

Supplements NEAA 1%-ו FBS 10% הסימתל ףסוה

Dissociation
Reagent

זאטוקא

Doubling time תועש 36 דע 24-כ

Subculturing ךשמל 300xg-ב הגופירטנצב בבוס זאו ,הסימתל םתוא ריזחהל ידכ םוידמ לש ל"מ 10 םע םיאתה תא תונידעב בברע ,הריגדה רחאל .םתוא קתנל ידכ תוקד 8-10 ךשמל רדחה תרוטרפמטב הריגדל םיאתה תא ראשה .T75 יקובקב רובע ל"מ 2.5-ו T25 יקובקב רובע ל"מ 1-2-ב שומיש ךות ,Accutase-ב ןיטולחל םיאתה תא הסכ ,ןכמ רחאל .ל"מ 5-10-ב שמתשה ,T75 יקובקב רובעו ,PBS ל"מ 3-5-ב שמתשה ,T25 יקובקב רובע .םויזנגמו ןדיס אלל PBS-ב םתוא ףוטשו םיקובדה םיאתהמ ןשיה םוידמה תא רסה
.ירט םוידמ תוליכמ רבכש תושדח תוחלצל םתוא רבעהו ירט םוידמב הסימתל םיאתה תא רזחה ,ןוילעה לזונה תא ךלשה .תוקד 3

Split ratio 5 דע 1

Seeding
density

ר"מס/םיאת 10⁴ × 2 דע 1

Fluid renewal עובשב םימעפ 3 דע 2

Post-Thaw
Recovery

.ילתודנאה פיטונפה תא תיחפהל לולע עגמ בוכיע ןכש ,האלמ תופיפצל עיגהל תויוברתל רשפאל ןיא .הנושארה ךוותה תפלחה ינפל םתודמציהל דע תועש 24 תוחפל ןיתמהלו ר"מס/םיאת 10⁴ × 5 לש תופיפצב םיאתה תא חינהל שי ,הרשפהה רחאל

Freeze
medium

.האפקהמ םרגנה ץחלה תא תיחפהלו תוששואתהה תא רפשל ידכ םירפושמ םזילובטמ יבציימו םינגמ-ומסוא םירמוח ללוכה ,(Cytion 800100 יגולטק רפסמ) CM-1 וא ,הרשפהה רחאל התואנ תוינויח חיטבהל ידכ 10% DMSO + (FBS ללוכ) אלמ לודיג םוידמב םישמתשמ ונא ,רוריקב רומישל םוידמכ
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Thawing and
Culturing Cells 1. .הלבוהה ךלהמב תילמיטפוא הרוטרפמט לע רומשל ידכ שבי חרקב םיחלשנ םיאתה ןכש ,הריסמה תעב ןיטולחל אופק ראשנ ןוקובקבהש אדו

2. .תידיימ תיברת תשרדנ םא 3 בלשל ךשמה וא ,םיאתה תומלש תרימש תא חיטבהל ידכ 150°C-מ הכומנ הרוטרפמטב דימ ינגוירקה ןוקובקבה תא ןסחא ,חולשמה תלבק םע

3. .ןטק חרק שוג רתונש דע תוינש 40-60 ךשמב ןידע בוברע ךות ,ילאיבורקימ-יטנא רמוחו םייקנ םימ םע סויזלצ תולעמ 37 לש הרוטרפמטב םימ טבמאב ותליבט ידי לע תוריהמב ןוקובקבה תא רישפה ,תידיימ תיברת ךרוצל

4. .החיתפה ינפל 70% לונתאב ילאווירקה ןוקובקב תא אטחו ,ףדנמב םיילירטס םיאנתב םיאבה םיבלשה לכ תא עצב

5. .ןידע בוברע ךות ,רדחה תרוטרפמטב תיברת עצמ לש ל"מ 8 ליכמה ל"מ 15 חפנב הגופירטנצ רוניצל םיאתה תסימת תא רבעהו אטוחמה ןוקובקבה תא תוריהזב חתפ

6. .האפקהה עצמ תויראש תא ליכמה ןוילעה לזונה תא תוריהזב וקרזו ,םיאתה תא דירפהל ידכ תוקד 3 ךשמל x g 300-ב הגופירטנצב תבורעתה תא ובבוס

7. .םיאתה לש תוליעי החימצו היצקארטניא םדקל ידכ תחא T25 תיחולצל עצמה לכ תא וריבעה ,הסימת תויוברת רובע ;T25 תיברת תויחולצ ינש ןיב הסימתה תא וקלח ,םידמצנ םיאת רובע .ירט תיברת עצמ לש ל"מ 10-ב םיאתה עקשמ תא תונידעב ורשה

8. .תונימא יוסינ תואצות חיטבהל ידכ ,םיאתה וק לש הקוזחתו החימצ ךשמהל םיעובק תוברת-תת ילוקוטורפ לע ודיפקה

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, החל הריווא.

Flask Coating דחא ףא

Freezing
Procedure .םיאתמ ןוסחאל יוחיד אלל םינוקובקבה תא ריבעהלו דימ לכמה תא קודבל שי ,חולשמה תלבק םע .הלבוהה ךלהמב -78°C-כ לש הרוטרפמט לע רומשל ידכ רוריק רמוח לש תקפסמ תומכ םע תדדובמו תרשואמ הזיראב שבי חרקב תוחלשנ ואפקוהש םיאת תורוש

Shipping
Conditions .םיאתמ ןוסחאל יוחיד אלל םינוקובקבה תא ריבעהלו דימ לכמה תא קודבל שי ,חולשמה תלבק םע .הלבוהה ךלהמב -78°C-כ לש הרוטרפמט לע רומשל ידכ רוריק רמוח לש תקפסמ תומכ םע תדדובמו תרשואמ הזיראב שבי חרקב תוחלשנ ואפקוהש םיאת תורוש

Storage
Conditions .ילזונ ןקנחל הרבעה ינפל רצק םייניב דעצכ קר לבוקמ סויזלצ תולעמ 80 לש הרוטרפמטב ןוסחא .סויזלצ תולעמ 196 דע 150-כ לש הרוטרפמטב ידא לש בצמב ילזונ ןקנחב םינוקובקבה תא חינהל שי ,ךורא חווטל רומישל

ירלוקלומ חותינו תוכיא תרקב

Sterility
.היצנצסינמול תוססובמ המסלפוקימ יוהיז תוטישו PCR תוססובמ תוקידב תועצמאב ללשנ המסלפוקימב םוהיז

.תוימוי תוילאוזיו תוקידב תורבוע םיאתה תויוברת ,ירמש וא יתיירטפ ,יקדייח םוהיז ןיאש חיטבהל ידכ
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