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Vispariga informacija

Description
HCMEC/D3 sanu linija ir imortizéta cilveéka smadzenu mikrovaskularo endotélija Stinu linija, ko plasi izmanto
asins-smadzenu barjeras (BBB) pétijumos. S1$iinu linija tika izveidota, transducéjot primaras cilvéka cerebralo
mikrovaskularo endotéliju Stinas ar lentivirusu vektoru, kas eksprese cilveka telomerazes reverso transkriptazi
(hTERT), kas ir butisks enzims teloméru garuma uzturésanai un tadéjadi veicina Stinu ilgmuaZzibu, neparveidojot
sunu fenotipu. HTERT ievieSana palidz $im $tinam apiet replikativo novecosanos, kas ierobeZo primaro Stinu
dzives ilgumu, laujot tam ilgstosSi vairoties kultdra.
HCMEC/D3 Siinas saglaba galvenas fiziologiskas un morfologiskas primaro smadzenu endotélija Stinu ipasibas,
padarot tas par vértigu modeli in vitro BBB pétijumiem. Tas ietver tadu cieSas savienosanas olbaltumvielu ka
claudin-5, occludin un zonula occludens-1 ekspresiju, kas ir loti svarigas barjeras integritates uzturé$anai. Stinas
ari ekspresé dazadus smadzenu endotélijam raksturigus transportierus un receptorus, kas veicina to
izmantoSanu pétijumos, kas saistiti ar zalu piegadi un neirovaskulariem traucéjumiem. HCMEC/D3 sp€ja veidot
blivu monoslani ar augstu elektrisko pretestibu uzsver to piemeérotibu BBB caurlaidibas testiem.
HCMEC/D3 Slinu pétijumi aptver plasu pielietojumu spektru, tostarp smadzenu patologiju, pieméram, insulta,
multiplas sklerozes un véZa metastazu smadzenés, izpéti. To savietojamiba ar dazadam molekularas biologijas
metodém padara tas ari par lielisku lidzekli, lai pétitu endotélija Stinu reakciju uz iekaisuma stimuliem, bides
stresu un neirotoksiskam vielam. S73inu linija nodrosina stabilu, reproducéjamu platformu molekularo
notikumu izpétei smadzenu endotélija [imeni, sniedzot vértigu ieskatu neirovaskularas veselibas un slimibu
sarezgitiba.

Organism Cilvéks

Tissue Smadzenes, spurala daiva, asins mikrovasels

Synonyms HCMEC/D3, CMEC/D3, cilvéka garozas mikrovéklu endotélija Sinas/D3

Raksturojums

Age Pieauguso

Gender Sievietes

Morphology Endotélija

Cell type Endotélija $tna

Growth Adherent

properties

Normativie dati
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Citation hCMEC/D3 (Cytion kataloga numurs 305024)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_U985

GMO Status GMO-S1: Si cilvéka mikrovaskularo endotélija $inu [inija (hCMEC/D3) satur lentivirusu konstruktus, kas
kodé SV40 T-antigénu vai hTERT, kas veicina stabilu imortalizaciju. Inserts ir integréts primarajas
endotélija $inas. ST klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un var at3kirties citur.

Biomolekularie dati

Viruses Transformants: Simiana viruss 40 (SV40)

Darbs ar
Culture EGM -2 MV Microvascular Endothelial Cell Growth Medium-2 BulletKit (no Lonza, Lonza kataloga numurs CC-
Medium 3202)
Supplements Papildiniet piegddato EBM-2 bazes barotni, ka ieteicis razotajs
Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam 50 % bazes barotni + 40 % FBS + 10 % DMSO vai CM-1 (Cytion
medium kataloga numurs 800100), kas ietver optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu

regeneraciju un samazinatu krioinducéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek satitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatlra, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 minUtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stinu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augSanu.

8. levérojiet noteiktos subkultiiru protokolus, lai nodrosinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

P o _
37°C, 5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Optimalai piestiprinasanai un dzivotspéjai péc atkausésanas ieteicams izmantot ar kolagénu parklatas kolbas
vai plates.

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pd':;lt?ogns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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