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&

Bunkova linia HCMEC/D3 predstavuje imortalizovanu liniu ludskych mozgovych mikrovaskularnych
endotelovych buniek, ktora sa vo velkej miere vyuziva pri studiu hematoencefalickej bariéry (BBB). Tato
bunkova linia bola vytvorena transdukciou primarnych ludskych cerebralnych mikrovaskularnych endotelovych
buniek lentivirusovym vektorom exprimujicim ludski telomerazovi reverznd transkriptazu (hTERT), ktord je
kli¢ovym enzymom na udrzanie diZky telomér, a tym podporuje bunkovt dlhovekost bez transformacie
bunkového fenotypu. Zavedenie hTERT pomaha tymto bunkam obist replikacnl senescenciu, ktora obmedzuje
Zivotnost primarnych buniek, a umozriuje ich trvalé rozmnoZovanie v kultdre.

Bunky HCMEC/D3 si zachovavaju klucové fyziologické a morfologické vlastnosti primarnych mozgovych
endotelovych buniek, ¢o z nich robi cenny model pre in vitro Studie BBB. Patri medzi ne expresia proteinov
tesného spojenia, ako st klaudin-5, okludin a zonula occludens-1, ktoré st rozhodujlce pre udrzanie integrity
bariéry. Bunky tieZ exprimuju rézne transportéry a receptory typické pre mozgovy endotel, ¢o podporuje ich
poufZitie v Studiach tykajlcich sa dodavania liekov a neurovaskularnych portch. Schopnost HCMEC/D3 vytvarat
tesn monovrstvu s vysokym elektrickym odporom zdérazriuje ich vhodnost na skisky priepustnosti BBB.

Vyskum vyuZivajlci bunky HCMEC/D3 zahfnia Sirokd Skalu aplikacii vratane skiimania mozgovych patoldgii, ako
je mozgova prihoda, skler6za multiplex a metastazy rakoviny do mozgu. Ich kompatibilita s r6znymi technikami
molekularnej bioldgie z nich tiez robi vynikajlci nastroj na $tddium reakcii endotelovych buniek na zapalové
podnety, strihovy stres a neurotoxické latky. Tato bunkova linia poskytuje robustnd, reprodukovatelnt
platformu na rozbor molekularnych udalosti na Grovni mozgového endotelu, ¢im prispieva k cennym
poznatkom o zloZitosti neurovaskularneho zdravia a ochoreni.

Ludské

Mozog, spankovy lalok, krvné mikrozavity

HCMEC/D3, CMEC/D3, ludské kortikalne mikrovezikularne endotelové bunky/D3

Dospeli

Zeny

Endotel

Endotelova bunka

Adherent

Regulacne udaje
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

GMO Status

hCMEC/D3 (katalégové Cislo Cytion 305024)

9606

CVCL_U985

GMO-S1: Tato linia ludskych mikrovaskularnych endotelovych buniek (hCMEC/D3) obsahuje
lentivirusové konstrukty kodujice SV40 T-Antigen alebo hTERT, ktoré podporuju stabilnd imortalizaciu.
VloZka je integrovana do primarnych endotelovych buniek. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a méze
sa liSit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Viruses Transformant: Simian virus 40 (SV40)

Spracovanie
Culture EGM -2 MV Microvascular Endothelial Growth Medium-2 BulletKit (od spolo¢nosti Lonza, katalégové Cislo CC-
Medium 3202)
Supplements Dopliite dodané zdkladné médium EBM-2 podla odporicania vyrobcu
Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame 50 % bazalne médium + 40 % FBS + 10 % DMSO alebo CM-1
medium (katalogové Cislo Cytion 800100), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory

na zlepSenie regeneracie a zniZenie stresu spdsobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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