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Uldine teave

Description
Professor Tardieu t66riihm t66tas 1995. aastal vélja inimese mikrogliarakkude klooni 3 (HMC3) rakuliini, milleks
kasutas SV40-It sdltuvat mikrogliarakkude immortaliseerimist inimese seljaaju ja kortikaalkudedest, mis saadi 8-
12 nddala vanustest embriiotest. Neid esmaseid rakke, mida iseloomustab aeglane jagunemine ja keeruline
morfoloogia, kasvatati esialgu 10-15 paeva enne immortaliseerimist. HMC3 rakud sailitasid mitmeid primaarse
mikroglia pohijooni, nagu miieloidsete markerite nagu CD68, CD11b ja CD14 mitmekesine ekspressioon, kuigi
ekspressiooni tase varieerus markimisvaarselt soltuvalt primaarse antikeha valikust, eriti CD68 puhul.
Parast immortaliseerimist nditasid HMC3 rakud suurenenud proliferatsioonikiirust, mille kahekordistumisaeg jai
vahemikku 24-48 tundi, sailitades samal ajal paljud nende primaarsete vastavate rakkude fenotiiiibi ja
morfoloogilised omadused. Vdrreldes primaarsete rakkudega oli suurem CD68 EBM/11-positiivsete rakkude
osakaal ja vahenenud fagotsiiiitiline aktiivsus. Antigeeni ekspressiooni stabiilsus kinnitati 35 labimise jooksul,
kusjuures rakud jaid positiivseks NSE, CD68 ja CD11b suhtes, kuid negatiivseks CD14, MHCII ja CD4 suhtes
algtingimustes. Interferoon-y-ga (IFNy) kokkupuude t0stis siiski MHCII ekspressiooni, mis vastas rohkem
primaarkultuuri reaktsioonidele samale ravile.
Funktsionaalselt erines HMC3 liin teiste kloonidega vorreldes suurema interleukiin-6 (IL-6) produktsiooni
poolest baastingimustes. Sellest hoolimata on otsene vérdlus primaarsete mikrogliarakkude tsiitokiinide
tootmisega metoodiliste erinevuste tottu keeruline. Vastus lipopoliisahhariidi (LPS) stimulatsioonile tundus neil
immortaliseeritud liinidel vorreldes primaarkultuuridega vdhenenud. Kooskdlas primaarsete mikroglia
omadustega ei tootnud HMC3 ja teised kloonitud liinid kasvaja nekroosifaktor-alfa (TNFa) ei spontaanselt ega
pdrast poletikuvastast stimulatsiooni, rohutades inimese embriionaalse mikroglia spetsiifilist omadust.

Organism Inimene

Tissue Loote aju

Applications 3D rakukultuur, neuroteadus, neuroinflatsioon

Synonyms Inimese mikroglia kloon 3, CHME-3, CHME3

Omadused

Age Loote

Gender Tapsustamata

Morphology Makrofaagid

Cell type Mikrogliarakk

Growth Kinnipeetav

properties
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Regulatiivsed andmed

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HMC3 (Cytioni katalooginumber 300102)

9606

CellosaurusAccession CVCL_II76

GMO Status

GMO-S1: See inimese loote aju mikroglia rakuliin (HMC3) sisaldab transfektsiooni teel sissetoodud SV40
T-antigeeni konstruktsiooni, mis toetab immortaliseerimist. Insert on mikrogliast saadud rakkudes
stabiilselt olemas. See klassifikatsioon kehtib ainult Saksamaal ja voib mujal erineda.

Biomolekulaarsed andmed

Viruses SV40 geneetiline materjal integreerub stabiilselt raku genoomi. Téielike viiruseosakeste aktiivset tootmist vai

vabanemist ei toimu, mis vahendab vdimalikke bioloogilise ohutuse probleeme.
Tootlemine

Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L gliikoosi, w: 2,5 mM L-glutamiini, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM

Medium naatriumpliruvaati, w: 1,2 g/L NaHCO3 (Cytioni artikli number 820400a)

Supplements Taiendada sé6tme 10% FBS-ga

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 24 ja 48 tundi

Subculturing Eemaldage kleepunud rakkudelt vana s66tme ja peske neid PBS-ga, milles puudub kaltsium ja magneesium.
T25 kolbide puhul kasutage 3-5 ml PBS-i ja T75 kolbide puhul 5-10 ml. Seejarel katke rakud taielikult
Accutase'iga, kasutades 1-2 ml T25 kolbide puhul ja 2,5 ml T75 kolbide puhul. Laske rakkudel inkubeerida 8-10
minutit toatemperatuuril, et need eralduksid. Parast inkubeerimist segage rakud ettevaatlikult 10 ml s66tmega,
et neid resuspenseerida, seejdrel tsentrifuugige 3 minutit 300xg juures. Visake supernatant ara, suspenseerige
rakud uuesti varskes keskkonnas ja viige need uutesse kolvidesse, mis sisaldavad juba varsket keskkonda.

Freeze Kriiosdilitusvedelikusena kasutame taielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujdulisus

medium parast sulatamist, vdi CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja
metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada taastumist ja vahendada kriiostressi.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkiilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jadga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sailitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sailimine, voi jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke kdik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake tlejadnud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sootmekeskkond tihte T25 kolbi, et soodustada rakkude téhusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation

Atmosphere 37°C, S%COZ’ niisutatud atmosfaar.

Flask Coating
Optimaalse kinnitumise ja elujGulisuse tagamiseks parast sulatamist soovitame kasutada kollageeniga kaetud

koldeid voi plaate.

Freezing
Procedure Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt

kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Shipping
Conditions Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sailitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvétmisel kontrollige konteinerit kohe

ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.
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Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.

Séilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
Uleviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA

Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pGhiste analiiliside kui ka luminestsentsil péhinevate

mukoplasma tuvastamise meetodite abil.

Bakteriaalse, seene- vOi parmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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