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Obecné informace

Description
Bunécna linie HCMEC/D3 predstavuje imortalizovanou linii lidskych cerebralnich mikrovaskularnich

endotelialnich bunék, ktera se hojné vyuziva pfi studiu hematoencefalické bariéry (BBB). Tato bunécna linie byla
vytvofena transdukci primarnich lidskych cerebrélnich mikrovaskuldrnich endotelidlnich bunék lentivirovym
vektorem exprimujicim lidskou telomerazovou reverzni transkriptazu (hTERT), coz je kli¢ovy enzym pro udrzeni
délky telomer, a tim podporuje bunénou dlouhovékost bez transformace bunééného fenotypu. Zavedeni
hTERT pomaha témto burikam obejit replikacni senescenci, ktera omezuje Zivotnost primarnich bunék, a
umoziuje jejich trvalé mnozeni v kulture.

Buriky HCMEC/D3 si zachovavaji klicové fyziologické a morfologické vlastnosti primarnich mozkovych
endotelialnich bunék, coz z nich ¢ini cenny model pro in vitro studie BBB. Patfi mezi né exprese proteind
tésného spojenti, jako jsou claudin-5, occludin a zonula occludens-1, které jsou rozhodujici pro udrzeni integrity
bariéry. Bunky také exprimuji rizné prenasece a receptory typické pro mozkovy endotel, coZ podporuije jejich
vyuZiti ve studiich tykajicich se podavani léCiv a neurovaskularnich poruch. Schopnost HCMEC/D3 vytvaret
tésnou monovrstvu s vysokym elektrickym odporem podtrhuje jejich vhodnost pro testy propustnosti BBB.

Vyzkum vyuZivajici bufiky HCMEC/D3 zahrnuje Sirokou $kalu aplikaci, véetné vyzkumu mozkovych patologif, jako
je mrtvice, roztrousena skler6za a metastazy rakoviny do mozku. Jejich kompatibilita s riznymi technikami

molekularni biologie z nich rovnéz &ini vynikajici nastroj pro studium reakci endotelidlnich bunék na zanétlivé
podnéty, smykovy stres a neurotoxické [atky. Tato bunécna linie poskytuje robustni, reprodukovatelnou
platformu pro pitvani molekularnich déji na Grovni mozkového endotelu, coz pfispiva k cennym poznatkim o
slozitosti neurovaskularniho zdravi a onemocnéni.

Organism Clovék
Tissue Mozek, spankovy lalok, krevni mikrokruhy

Disease Normalni endotel mozkovych mikrocév (imortalizovany pomoci hTERT a SV40; model hematoencefalické
bariéry; netumorogenni)

Metastatic site Neplati (normalni bunééna linie mozkovych endotelidlnich bunék; nejedna se o nadorovy vzorek)

Applications Vyzkum hematoencefalické bariéry (BBB); neurozanét; transport [éCiv do centralniho nervového systému a jeho
propustnost; transendotelialni migrace; biologie tésnych spoji (claudin-5, okludin, ZO-1); modelovani
neurologickych onemocnéni; reakce na smykové napéti; testovani neurotoxicity

Synonyms HCMEC/D3, CMEC/D3, lidské kortikalni mikrovezikalni endotelidlni buriky/D3
Charakteristika
Age Dospéli

Gender Zeny
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Ethnicity Nenf specifikovano
Morphology Endotelidlni
Cell type Endotelidlni burika
Growth Adherentni
properties
Regulacni udaje
Citation hCMEC/D3 (katalogové ¢islo Cytion 305024)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_U985

GMO Status GMO-S1: Tato linie lidskych mikrovaskularnich endotelidlnich bunék (h\CMEC/D3) obsahuje lentivirové
konstrukty kodujici SV40 T-Antigen nebo hTERT, které podporuji stabilni imortalizaci. Vlozka je
integrovana do primarnich endotelidlnich bunék. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a jinde se mlze

lisit.
Biomolekularni data
Viruses Transformant: Simian virus 40 (SV40)
Zpracovani
Culture EGM -2 MV Microvascular Endothelial Growth Cell Medium-2 BulletKit (od spolec¢nosti Lonza, katalogové Cislo
Medium CC-3202)
Supplements Doplite dodané zakladni médium EBM-2 podle doporuceni vyrobce
Dissociation Accutase nebo 0,25 % trypsin-EDTA (kratce; nevykonavejte nadmérnou trypsinaci)
Reagent

Doubling time pfiblizn& 24 aZ 36 hodin
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Subculturing Odstrarite médium, promyjte PBS bez Ca**/Mg?*, pfidejte Accutase (3-5 min pfi 37 °C), neutralizujte kompletnim
médiem, odstfedte p¥i 300xg po dobu 5 minut a znovu naockujte v hustoté 1-2 x 10* bunék/cm? do kolagenem
potaZenych lahvi.

Split ratio 1az3

Seeding 1 az 2 x 10* bunék/cm? (na povrsich potazenych kolagenem )

density

Fluid renewal Kazdy 1aZ2dny

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouZivame 50% zakladni médium + 40% FBS + 10% DMSO nebo CM-1
medium (katalogové Cislo Cytion 800100), které obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory

pro zlepSeni regenerace a snizeni stresu vyvolaného kryo.

Thawing and

rin N . i . . o s y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zlistane pfi dodani hluboce zmrazenad, protoze buriky se pfepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrZely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamzité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamzita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvi¢ku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofrili Gi¢innou interakci a riist bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rGst a udrzovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.
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Incubation

Atmosphere 37°C, 5% zvlhéena atmosféra.

Flask Coating Zadny

Freezing

Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostatecnym
mnozZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vylou¢ena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich
metod detekce mykoplazmy.
Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunécné kultury denné
podrobovany vizualnim kontrolam.
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