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Altalanos informaciok

Description
A HCMEC/D3 sejtvonal egy immortalizalt human agyi mikrovaszkularis endotél sejtvonal, amelyet széles kérben

hasznalnak a vér-agy gat (BBB) tanulmanyozasaban. Ezt a sejtvonalat primer human agyi mikrovaszkularis
endotélsejtek transzdukcidjaval hoztak létre, olyan lentiviralis vektorral, amely human telomeraz reverz
transzkriptazt ("TERT) expresszal, amely a telomer hosszanak fenntartasaban kulcsfontossagu enzim, és ezaltal
el8segiti a sejtek hosszU élettartamat a sejtfenotipus atalakitasa nélkiil. A hTERT bevezetése segit ezeknek a
sejteknek abban, hogy megkeriljék a replikativ szeneszcenciat, amely korlatozza az elsGdleges sejtek
élettartamat, lehetévé téve a tartds szaporodast a kultdraban.

A HCMEC/D3 sejtek megdrzik a primer agyi endotélsejtek kulcsfontossagu fizioldgiai és morfoldgiai jellemzdit,
igy értékes modellként szolgdlnak a BBB in vitro vizsgalatahoz. Ezek kozé tartozik a szoros kotés fehérjéinek,
példaul a claudin-5, az occludin és a zonula occludens-1 expresszidja, amelyek kritikusak a barrier
integritasanak fenntartasaban. A sejtek az agyi endothelre jellemz6 kiilonb6z6 transzportereket és receptorokat
is expresszalnak, ami alatamasztja felhasznalasukat a gyogyszeradagolassal és a neurovaszkularis
rendellenességekkel kapcsolatos vizsgalatokban. A HCMEC/D3 azon képessége, hogy magas elektromos
ellenallassal rendelkezd, szoros monoréteget képezzen, alahlzza alkalmassagukat a BBB permeabilitasi
vizsgalatokra.

A HCMEC/D3 sejtek felhasznalasaval végzett kutatasok az alkalmazasok széles korét fedik le, beleértve az olyan
agyi patologiak vizsgalatat, mint a stroke, a szklerdzis multiplex és a rak agyi metasztazisanak vizsgalata. A
kiilonb6z6 molekularis biologiai technikakkal valé kompatibilitdsuk miatt kivalé eszkdznek bizonyulnak a
gyulladasos ingerekre, a nyirasi stresszre és a neurotoxikus anyagokra adott endotélsejtvalaszok vizsgalatara is.
Ez a sejtvonal robusztus, reprodukalhaté platformot biztosit az agyi endotél szintjén zajlé molekularis
események boncolasahoz, értékes betekintést nyljtva a neurovaszkularis egészség és betegség
Osszetettségébe.

Organism Emberi
Tissue Agy, halantéklebeny, vérmikroér

Disease Normalis agyi mikrovaszkularis endotélium (hTERT- és SV40-immortalizalt; vér-agy gat modell; nem
tumorigenikus)

Metastatic site Nem alkalmazhaté (normal agyi endotelialis sejtvonal; nem daganati minta)

Applications Avér-agy gat (BBB) kutatasa; neuroinflammacio; gydgyszerek kdzponti idegrendszerbe jutasa és permeabilitasa;
transzendotelialis migracid; a szoros kapcsolddasok bioldgiaja (claudin-5, occludin, ZO-1); neurolégiai
betegségek modellezése; nyirdfesziiltségre adott valaszok; neurotoxicitasi vizsgalatok

Synonyms HCMEC/D3, CMEC/D3, human kortikalis mikrovesszelek endotélsejtjei/D3

Jellemzok

Age Feln6tt
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Gender NGi

Ethnicity Nincs megadva
Morphology Endothelialis
Cell type Endothelsejt
Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation hCMEC/D3 (Cytion katalégusszam: 305024)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_U985

GMO Status GMO-S1: Ez a human mikrovaszkularis endotélsejtvonal (\CMEC/D3) SV40 T-Antigént vagy hTERT-t
kddold lentiviralis konstrukcidkat tartalmaz, amelyek tamogatjak a stabil immortalizaciot. Az inszert
primer endotélsejtekbe integralddik. Ez a besorolas csak Németorszagban érvényes, mashol ettdl
eltérhet.

Biomolekularis adatok
Viruses Transzformans: Simian virus 40 (SV40)

A kezelése

Culture EGM -2 MV Microvascular Endothelial Cell Growth Medium-2 BulletKit (a Lonzatdl, Lonza katalogusszam CC-
Medium 3202)

Supplements A gyart6 altal ajanlott médon egészitse ki a mellékelt EBM-2 bazismediumot

Dissociation Accutase vagy 0,25%-0s tripszin-EDTA (rovid ideig; ne hagyja tul sokaig a tripszinben)

Reagent

Doubling time kb. 24-36 6ra
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Subculturing A taptalajt eltavolitjuk, Ca®*/Mg?*-mentes PBS-sel mossuk, Accutase-t adunk hozza (3-5 percig 37 °C-on),
semlegesitsiik teljes taptalajjal, centrifugaljuk 300xg-vel 5 percig, majd 1-2 x 10* sejt/cm? sir(iséggel tiltessiik at
kollagénnel bevont lombikokba.

Split ratio 1-3

Seeding 1-2 x 10* sejt/cm? (I-tipust kollagénnel bevont feliileteken)

density

Fluid renewal 1-2 naponta

Freeze A kriokonzervalashoz 50%-os alapkdzeget + 40% FBS + 10% DMSO-t vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam:
medium 800100) hasznalunk, amely optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a

regeneraci6 fokozdsa és a krioindukalt stressz csokkentése érdekében.

Thawing and

Culturing Cells 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyhtitott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjdk, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampull4t -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids Uveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlik, amig egy kis jégcsomé nem marad.

4. Az Gsszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, dramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertStlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-6s tenyésztblombik kdzott; szuszpenzids kultirak esetében az dsszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatés és ndvekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhat6 kisérleti eredményeket.
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Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, Parasitott legkor.

Flask Coating Nincs

Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt ccomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallitas soran a h6mérsékletet koriilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld tarolohelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegend6 hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels tarolohelyre.

Storage

Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabdl helyezze az livegeket gézfazist folyékony nitrogénbe, kortilbelul -150 és -196 °C

kozotti hémeérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti l[épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe valod atvitel el6tt.

Mindségellendrzés | Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezédést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapi mikoplazma-
kimutatasi mddszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezddés elkerlilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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