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Informacje ogélne

Description
Linia komdrkowa HCMEC/D3 reprezentuje unieSmiertelniona linie ludzkich komoérek srodbtonka

mikronaczyniowego mézgu, szeroko wykorzystywana w badaniach bariery krew-mézg (BBB). Ta linia
komorkowa zostata wygenerowana poprzez transdukcje pierwotnych ludzkich komérek Srédbtonka
mikronaczyniowego mdzgu wektorem lentiwirusowym wyrazajacym ludzka odwrotna transkryptaze telomerazy
(hTERT), kluczowy enzym utrzymujacy dtugos¢ telomerdw, a tym samym promujacy dtugowieczno$é komorek
bez przeksztatcania ich fenotypu. Wprowadzenie hTERT pomaga tym komdrkom omina¢ starzenie replikacyjne,
ktére ogranicza zywotnos¢ komorek pierwotnych, umozliwiajac trwate rozmnazanie w hodowli.

Komérki HCMEC/D3 zachowuja kluczowe fizjologiczne i morfologiczne cechy pierwotnych komérek srédbtonka
mdzgowego, co czyni je cennym modelem do badan in vitro BBB. Obejmuja one ekspresje biatek Scistego
potaczenia, takich jak klaudyna-5, okludyna i zonula occludens-1, ktére sa krytyczne dla utrzymania
integralnosci bariery. Komorki te wykazuja rowniez ekspresje roznych transporteréw i receptoréw typowych dla
Srodbtonka mézgowego, co wspiera ich wykorzystanie w badaniach zwigzanych z dostarczaniem lekow i
zaburzeniami nerwowo-naczyniowymi. Zdolno$¢ HCMEC/D3 do tworzenia szczelnej monowarstwy o wysokiej
opornosci elektrycznej podkresla ich przydatnosé do testow przepuszczalnosci BBB.

Badania wykorzystujace komorki HCMEC/D3 obejmuja szeroki zakres zastosowan, w tym badanie patologii
mdzgu, takich jak udar, stwardnienie rozsiane i przerzuty raka do mézgu. Ich kompatybilno$¢ z réznymi
technikami biologii molekularnej czyni je rowniez doskonatym narzedziem do badania odpowiedzi komérek
$rédbtonka na bodZce zapalne, stres $cinajacy i substancje neurotoksyczne. Ta linia komérkowa zapewnia
solidna, powtarzalna platforme do analizy zdarzen molekularnych na poziomie $rodbtonka mézgowego,
przyczyniajac sie do cennego wgladu w ztozonos¢ zdrowia i choroby uktadu nerwowo-naczyniowego.

Organism Cztowiek
Tissue Mozg, ptat skroniowy, mikronaczynia krwiono$ne
Synonyms HCMEC/D3, CMEC/D3, ludzkie komérki sSrédbtonka mikronaczyn korowych/D3

Charakterystyka

Age Dorosty

Gender Kobieta
Morphology Srédbtonek

Cell type Komdrka $rédbtonka
Growth Adherent

properties
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Dane regulacyjne
Citation
Biosafety level
NCBI_TaxID
CellosaurusAccession

GMO Status

hCMEC/D3 (numer katalogowy Cytion 305024)

9606

CVCL_U985

GMO-S1: Ta linia ludzkich komdrek sSrédbtonka mikronaczyniowego (h\CMEC/D3) zawiera konstrukty
lentiwirusowe kodujace antygen SV40 T lub hTERT, wspomagajace stabilng immortalizacje. Wstawka
jest zintegrowana z pierwotnymi komérkami srédbtonka. Ta klasyfikacja ma zastosowanie tylko w
Niemczech i moze réznic sie w innych krajach.

Dane biomolekularne

Viruses Transformant: Simian virus 40 (SV40)

Obstuga
Culture EGM -2 MV Microvascular Endothelial Cell Growth Medium-2 BulletKit (od Lonza, numer katalogowy Lonza CC-
Medium 3202)
Supplements Uzupetnic dostarczong pozywke podstawowa EBM-2 zgodnie z zaleceniami producenta
Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy 50% pozywki podstawowej + 40% FBS + 10% DMSO lub CM-1 (numer
medium katalogowy Cytion 800100), ktéra zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w

celu zwiekszenia regeneracji i zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa
wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenies¢ zawiesine komadrek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscig 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucié supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakgcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

e =0 -
37°C, 5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub
ptytek pokrytych kolagenem.

Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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z::‘pd':;lt?ogns Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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