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Informatii generale

Description
Linia celulara HCMEC/D3 reprezinta o linie celulara endoteliala microvasculara cerebrala umana imortalizata,

utilizata pe scara larga in studiul barierei hematoencefalice (BBB). Aceasta linie celulara a fost generata prin
transductia celulelor endoteliale microvasculare cerebrale umane primare cu un vector lentiviral care exprima
transcriptaza inversa a telomerazei umane (hTERT), o enzima esentiald pentru mentinerea lungimii telomerilor
si, prin urmare, pentru promovarea longevitatii celulare fara transformarea fenotipului celular. Introducerea
hTERT ajutd aceste celule sa ocoleasca senescenta replicativa care limiteaza durata de viata a celulelor primare,
permitand propagarea sustinuta in cultura.

Celulele HCMEC/D3 pastreaza caracteristicile fiziologice si morfologice cheie ale celulelor endoteliale cerebrale
primare, ceea ce le face un model valoros pentru studiile in vitro ale BHE. Acestea includ expresia proteinelor de
jonctiune stransa, cum ar fi claudina-5, occludina si zonula occludens-1, care sunt esentiale pentru mentinerea
integritatii barierei. De asemenea, celulele exprima diversi transportatori si receptori tipici endoteliului cerebral,
ceea ce sustine utilizarea lor in studiile legate de administrarea medicamentelor si de tulburarile
neurovasculare. Capacitatea HCMEC/D3 de a forma un monocel stréns cu o rezistenta electrica ridicata
subliniaza adecvarea lor pentru testele de permeabilitate a BHE.

Cercetarile care utilizeaza celulele HCMEC/D3 au acoperit o gama larga de aplicatii, inclusiv investigarea
patologiilor cerebrale precum accidentul vascular cerebral, scleroza multipla si metastazele cancerului la nivelul
creierului. Compatibilitatea lor cu diverse tehnici de biologie moleculara le face, de asemenea, un instrument
excelent pentru studierea raspunsurilor celulelor endoteliale la stimulii inflamatori, la stresul de forfecare si la
substantele neurotoxice. Aceasta linie celulard ofera o platforma robusta si reproductibila pentru disecarea
evenimentelor moleculare de la nivelul endoteliului cerebral, contribuind cu informatii valoroase la
complexitatea sanatatii si a bolilor neurovasculare.

Organism Oom
Tissue Creier, lob temporal, microvase de sange

Disease Endoteliu microvascular cerebral normal (imortalizat cu hTERT si SV40; model de bariera hematoencefalica;
netumorigene)

Metastatic site Nu se aplica (linie celulara endoteliala cerebrala normala; nu este o proba tumorala)

Applications Cercetarea privind bariera hematoencefalica (BBB); neuroinflamatia; administrarea medicamentelor in SNC si
permeabilitatea; migratia transendoteliala; biologia jonctiunilor stranse (claudina-5, ocluding, ZO-1); modelarea
bolilor neurologice; raspunsurile la efortul de forfecare; testarea neurotoxicitatii

Synonyms HCMEC/D3, CMEC/D3, celule endoteliale ale microvaselelor corticale umane/D3
Caracteristici

Age Adult
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Gender

Ethnicity

Morphology

Cell type

Growth
properties

Femei

Nu este specificat

Endotelial

Celula endoteliala

Aderent

Date de reglementare

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

hCMEC/D3 (numar de catalog Cytion 305024)

9606

CellosaurusAccession CVCL_U985

GMO Status

OMG-S1: Aceasta linie de celule endoteliale microvasculare umane (hCMEC/D3) contine constructii
lentivirale care codifica Antigenul SV40 T sau hTERT, sustindnd imortalizarea stabila. Insertia este
integrata in celulele endoteliale primare. Aceasta clasificare se aplica numaiin Germania si poate diferi
n alte parti.

Date biomoleculare

Viruses Transformant: virusul simian 40 (SV40)
Manipulare
Culture EGM -2 MV Microvascular Endothelial Cell Growth Medium-2 BulletKit (de la Lonza, numarul de catalog Lonza CC-
Medium 3202)
Supplements Completati mediul bazal EBM-2 furnizat conform recomandarilor producatorului
Dissociation Accutase sau tripsina-EDTA 0,25% (pe scurt: nu se va efectua o tripsinizare excesiva)
Reagent
Doubling time aproximativ 24-36 de ore
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Subculturing Se indeparteaza mediul, se spala cu PBS fard Ca?*/Mg?*, se adauga Accutase (3-5 min la 37 °C), neutralizati cu
mediu complet, centrifugati la 300xg timp de 5 min, repopulati la 1-2 x 10* celule/cm?in flacoane acoperite cu
colagen.

Split ratio 1-3

Seeding 1 pand la 2 x 10* celule/cm? (pe suprafete acoperite cu colagen )

density

Fluid renewal O dati la 1-2 zile

Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim 50% mediu bazal + 40% FBS + 10% DMSO sau CM-1 (numar de catalog

medium Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si

areduce stresul indus de criogenie.

Thawing and

Culturing Cells . . A . . . y
g 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata

carbonica pentru a mentine temperaturi optime n timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curata si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 mica aglomerare de gheata.

4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.

7. Seresuspenda usor peletul celularin 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
Tmpartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.

8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.
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Incubation

Atmosphere 37°C, 5% 00 atmosfera umidificata.

Flask Coating Niciuna

Freezing

Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.

Shipping

Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toata durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.

Storage

Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa ntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA

Sterility
Contaminarea cu micoplasma este exclusa utilizand atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.
Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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