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HCMEC/D3 hiicre hatti, kan-beyin bariyeri (BBB) ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan élimsiizlestirilmis bir
insan serebral mikrovaskiiler endotel hiicre hattini temsil etmektedir. Bu hiicre hatti, birincil insan serebral
mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin, telomer uzunlugunu korumak ve boylece hiicre fenotipini doniistirmeden
hiicresel uzun omurliiliigi tesvik etmek icin cok dnemli bir enzim olan insan telomeraz ters transkriptazini
(hTERT) ifade eden bir lentiviral vektor ile transdiiksiyonu yoluyla tretilmistir. HTERT'in eklenmesi, bu
hiicrelerin birincil hiicrelerin 6mriini sinirlayan replikatif yaslanmayi atlamasina yardimci olarak kiiltiirde
surekli cogalmaya izin verir.

HCMEC/D3 hiicreleri, birincil serebral endotelyal hiicrelerin temel fizyolojik ve morfolojik 6zelliklerini koruyarak
onlari BBB'nin in vitro ¢alismalari i¢in degerli bir model haline getirmektedir. Bunlar arasinda claudin-5,
occludin ve zonula occludens-1 gibi bariyer biitiinliiglinii korumak igin kritik olan siki baglanti proteinlerinin
ifadesi yer alir. Hiicreler ayrica serebral endotele 6zgii cesitli tasiyicilari ve reseptorleri ifade ederek ilag dagitimi
ve norovaskiiler bozukluklarla ilgili calismalarda kullanimlarini desteklemektedir. HCMEC/D3'iin yiiksek elektrik
direncine sahip siki bir tek tabaka olusturma kabiliyeti, BBB gecirgenlik deneyleri icin uygunluklarinin altini
cizmektedir.

HCMEC/D3 hiicrelerinin kullanildigi arastirmalar, inme, multipl skleroz ve kanserin beyne metastazi gibi serebral
patolojilerin arastirilmasi da dahil olmak lizere genis bir uygulama yelpazesini kapsamaktadir. Cesitli molekdler
biyoloji teknikleriyle uyumluluklari da onlari enflamatuar uyaranlara, kesme stresine ve norotoksik maddelere
karsi endotel hiicre tepkilerini incelemek icin miikemmel bir arag haline getirmektedir. Bu hticre hatti, serebral
endotel diizeyindeki molekiiler olaylari incelemek igin saglam ve tekrarlanabilir bir platform saglayarak
norovaskiiler saglik ve hastaligin karmasikliklarina iliskin degerli icgoriilere katkida bulunur.

insan

Beyin, temporal lob, kan mikrodamari

Normal serebral mikrovaskiiler endotel (hnTERT ve SV40 ile 6liimsiizlestirilmis; kan-beyin bariyeri modeli; timor
olusturmayan)

Uygulanamaz (normal beyin endotel hiicre hatti; timor 6rnegi degildir)

Kan-beyin bariyeri (BBB) arastirmalari; néroinflamasyon; ilaglarin merkezi sinir sistemine ulasimi ve gegirgenligi;
transendotelyal gog; siki baglanti biyolojisi (klaudin-5, okludin, ZO-1); ndrolojik hastalik modellemesi; kesme
gerilimi tepkileri; norotoksisite testleri

HCMEC/D3, CMEC/D3, insan Kortikal Mikrodamar Endotel Hiicreleri/D3

Yetiskin
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Gender Kadin
Ethnicity Belirtilmemis
Morphology Endotelyal
Cell type Endotel hiicre
Growth Yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation hCMEC/D3 (Cytion katalog numarasi 305024)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_U985

GMO Status GMO-S1: Bu insan mikrovaskiiler endotel hiicre hatti (h\CMEC/D3), stabil immortalizasyonu destekleyen
SV40 T-Antigen veya hTERT kodlayan lentiviral yapilar icerir. Ek parca birincil endotel hiicrelerine
entegre edilmistir. Bu siniflandirma sadece Almanya icinde gecerlidir ve baska yerlerde farklilik
gosterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Viruses Transformant: Simian viris 40 (SV40)
Ellecleme
Culture EGM -2 MV Mikrovaskiiler Endotel Hiicre Bliylime Ortami-2 BulletKit (Lonza'dan, Lonza katalog numarasi CC-
Medium 3202)
Supplements Tedarik edilen EBM-2 Bazal Besiyerini lretici tarafindan tavsiye edildigi sekilde tamamlayin
Dissociation Accutase veya %0,25 Trypsin-EDTA (kisa siireli; asiri tripsinlemeye dikkat edin)
Reagent

Doubling time yaklasik 24 ila 36 saat
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Subculturing Besiyerini bosaltin, Ca**/Mg?* icermeyen PBS ile yikayin, Accutase ekleyin (37°C’de 3-5 dakika), tam besiyeri ile
notralize edin, 300xg'de 5 dakika santriftijleyin, kolajen kapli siselere 1-2 x 10* hiicre/cm? yogunlugunda
yeniden ekleyin.

Split ratio 1'den 3'e kadar

Seeding lila2 x 10* hiicre/cm? (kollajen | ile kaplanmis yiizeylerde)

density

Fluid renewal Her 1ila 2 giinde bir

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, iyilesmeyi artirmak ve kriyo kaynakli stresi azaltmak icin optimize edilmis
medium ozmoprotektanlar ve metabolik stabilizatorler iceren %50 bazal ortam + %40 FBS + %10 DMSO veya CM-1

(Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.

Thawing and

Culturing Cells 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinligtin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldinp kiiglik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce calkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlari steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kdiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hiicreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
stipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
suispansiyonu iki T25 kiiltlir sisesi arasinda boliin; stispansiyon kiiltlrleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiylimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin siirekli bliylimesi ve bakimi igin belirlenmis alt kiiltlir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.
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Incubation
Atmosphere 37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

Flask Coating Yok

Freezing

Procedure Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz tizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Shipping

Conditions Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri glinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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