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Uldine teave

Description
HCMEC/D3 rakuliin kujutab endast immortaliseeritud inimese aju mikrovaskulaarse endoteeli rakuliini, mida
kasutatakse laialdaselt vere-aju barjééari (BBB) uurimisel. See rakuliin on loodud inimese primaarsete aju
mikrovaskulaarsete endoteelirakkude transdutseerimise teel lentiviirusvektoriga, mis ekspresseerib inimese
telomeraasi podrdtranskriptaasi (nTERT), mis on oluline ensiilim telomeeri pikkuse séilitamiseks ja seelabi
rakkude pikaealisuse edendamiseks, ilma et raku fenotiilip muutuks. HTERT lisamine aitab neil rakkudel valtida
replikatiivset vananemist, mis piirab primaarsete rakkude eluiga, vdimaldades piisivat paljunemist kultuuris.
HCMEC/D3 rakud séilitavad primaarsete aju endoteelirakkude peamised fiisioloogilised ja morfoloogilised
omadused, mis teeb neist vaartusliku mudeli BBB in vitro uuringuteks. Nende hulka kuulub tiheda tihenduskoha
valkude, nagu claudin-5, occludin ja zonula occludens-1, ekspressioon, mis on kriitilise tdhtsusega barjaari
terviklikkuse sailitamiseks. Samuti ekspresseerivad rakud erinevaid aju endoteelile iseloomulikke
transportereid ja retseptoreid, mis toetab nende kasutamist ravimite manustamise ja neurovaskulaarsete
hairetega seotud uuringutes. HCMEC/D3 v6ime moodustada tihedat monokihti suure elektritakistusega rohutab
nende sobivust BBB labilaskvusuuringuteks.
HCMEC/D3 rakke kasutavad teadusuuringud on holmanud mitmesuguseid rakendusi, sealhulgas
ajupatoloogiate, nagu insult, hulgiskleroos ja vahi metastaaside teke ajus, uurimine. Nende tihilduvus erinevate
molekulaarbioloogiliste meetoditega teeb neist ka suureparase vahendi endoteelirakkude vastuste uurimiseks
pdletikulistele stiimulitele, nihkestressile ja neurotoksilistele ainetele. See rakuliin pakub usaldusvaarset ja
korratavat platvormi molekulaarsete siindmuste uurimiseks aju endoteeli tasandil, andes vaartuslikke teadmisi
neurovaskulaarse tervise ja haiguste keerukusest.

Organism Inimene

Tissue Aju, ajukambris, vere mikroveresooned

Synonyms HCMEC/D3, CMEC/D3, inimese kortikaalsed mikroveresoonte endoteelirakud/D3

Omadused

Age Taiskasvanud

Gender Naised

Morphology Endoteeli

Cell type Endoteeli rakk

Growth Kinnipeetav

properties

Regulatiivsed andmed
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

GMO Status

hCMEC/D3 (Cytioni katalooginumber 305024)

9606

CVCL_U985

GMO-S1: See inimese mikrovaskulaarsete endoteelirakkude liin (\CMEC/D3) sisaldab SV40 T-antigeeni
vOi hTERT-d kodeerivaid lentiviiruskonstruktsioone, mis toetavad stabiilset immortaliseerimist. Insert
on integreeritud primaarsetesse endoteelirakkudesse. See klassifikatsioon kehtib ainult Saksamaal ja
voib mujal erineda.

Biomolekulaarsed andmed

Viruses Transformant: simian virus 40 (SV40)

Tootlemine
Culture EGM -2 MV Microvascular Endothelial Cell Growth Medium-2 BulletKit (Lonza, Lonza katalooginumber CC-3202)
Medium
Supplements Tadiendage kaasasolevat EBM-2 pohikeskkonda vastavalt tootja soovitusele
Freeze Kriiokonserveerimissootmena kasutame 50% pShikeskkonda +40% FBS + 10% DMSO ehk CM-1 (Cytioni
medium katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja metaboolseid stabilisaatoreid, et

parandada taastumist ja vahendada kriioostressi.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkiilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jadga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sailitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sailimine, v3i jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke kdik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake iilejadanud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sootmekeskkond lihte T25 kolbi, et soodustada rakkude tdhusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%C02’ niisutatud atmosfaar.

Flask Coating
Optimaalse kinnitumise ja elujSulisuse tagamiseks parast sulatamist soovitame kasutada kollageeniga kaetud

koldeid voi plaate.

Freezing
Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt

kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvotmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Shipping
Conditions Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe

ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.

Sdilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvoetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
Uleviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pGhiste analiiliside kui ka luminestsentsil péhinevate

mukoplasma tuvastamise meetodite abil.

Bakteriaalse, seene- vOi parmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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