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Altalanos informaciok

Description
A Human Microglial Clone 3 (HMC3) sejtvonalat 1995-ben fejlesztette ki Tardieu professzor csoportja a 8-12 hetes

embridkbdl nyert emberi gerincvel6- és agykérgi szovetekbdl szarmazéd mikrogliasejtek SV40-fliggd
immortalizaci6javal. Ezeket a lasst osztodassal és Gsszetett morfoldgiaval jellemezhetd primer sejteket
kezdetben 10-15 napig tenyésztették az immortalizalas el6tt. A HMC3 sejtek megtartottak a primer mikroglia
szamos kulcsfontossagu jellemzéjét, példaul a myeloid markerek, mint a CD68, CD11b és CD14 valtozatos
expresszidjat, bar az expresszids szintek jelentGsen valtoztak a primer antitest kivalasztasatol fliggben,
kiilonGsen a CD68 esetében.

Az immortalizaciét kbvetéen a HMC3 sejtek fokozott proliferacios ratat mutattak, 24 és 48 éra kozotti
megduplazddasi idével, mikozben meg6rizték primer tarsaik szdmos fenotipusos és morfoldgiai jellemzdéjét.
Kiilonsen a CD68 EBM/11-pozitiv sejtek aranya volt magasabb, és csokkent a fagocitikus aktivitas az elsédleges
sejtekhez képest. Az antigén-expresszio stabilitasat 35 passzazson keresztiil igazoltak, a sejtek pozitivak
maradtak NSE, CD68 és CD11b, de negativak CD14, MHCI| és CD4 tekintetében a kiindulasi korilmények kozott.
Az interferon-y (IFNy) expozicié azonban megemelte az MHCII expresszi6jat, ami jobban illeszkedik az ugyanerre
a kezelésre adott primer tenyészvalaszokhoz.

Funkcionalisan a HMC3 vonal azzal tlint ki, hogy a tobbi klonhoz képest magasabb interleukin-6 (IL-6) szintet
termelt bazis korilmények kozott. Ennek ellenére a primer mikroglia sejtek citokintermelésével valé kozvetlen
6sszehasonlitas a modszertani kiilonbségek miatt tovabbra is kihivast jelent. A lipopoliszacharid (LPS)
stimulacidéra adott valasz ezekben az immortalizalt vonalakban csokkentnek tlint a primer kultirakhoz képest. A
primer mikroglia jellemzéivel 6sszhangban a HMC3 és mas klonozott vonalak nem termeltek tumor nekrdzis
faktor-alfa-t (TNFa) sem spontan, sem pro-inflammatorikus stimuldciot kévetéen, kiemelve a human
embrionalis mikroglia egy sajatos tulajdonsagat.

Organism Emberi
Tissue Magzati agy
Applications 3D sejtkultdra, Idegtudomany, Ideggyulladas, Neuroinflamacid
Synonyms Human mikroglia klén 3, CHME-3, CHME3
Jellemzok
Age Magzat
Gender Meghatdrozatlan
Morphology Makrofagok

Cell type Mikroglia sejt
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Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok

Citation HMC3 (Cytion katalégusszam: 300102)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_II76

GMO Status GMO-S1: Ez a human magzati agyi mikroglia sejtvonal (HMC3) transzfekcidval bevitt SV40 T-Antigén
konstrukciot tartalmaz, amely tamogatja az immortalizaciot. Az inzert stabilan jelen van a mikroglia-
eredetl sejtekben. Ez a besorolas csak Németorszagban érvényes, mashol ettdl eltérhet.

Biomolekularis adatok

Viruses Az SV40 genetikai anyaga stabilan beépiil a sejt genomjaba. Nincs aktiv termelés vagy a teljes virusrészecskék
kibocsatasa, ami csokkenti a bioldgiai biztonsaggal kapcsolatos potencialis aggalyokat.

&,
A kezelese

Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L gliikdz, w: 2,5 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM natrium-piruvat, w:

Medium 1,2 g/L NaHCO3 (Cytion 820400a cikkszam)

Supplements A téptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 24 és 48 6ra

Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrdl, és mossa 6ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-
6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznélva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan 6vatosan keverjik 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
felulUszét, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at ket (j lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.
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Freeze Krioprezervald taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznélunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.

Thawing and

R 1. Ellendrizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

széllitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetSen vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti hémérsékleten a sejtek
integritasanak megdrzése érdekében, vagy folytassa a 3. |épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids Uiveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjiik, és 40-60 masodpercig vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az 6sszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, dramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fertétlenitstk a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenziét dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacsébe, amely 8 ml szobah6mérsékletli taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugdljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenzidt két T25-6s tenyésztblombik kdzott; szuszpenzids kultirdk esetében az dsszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatds és ndvekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%(;02’ parasitott légkor.

Flask Coating
A felolvasztas utani optimalis kotdés és életképesség érdekében kollagénnel bevont lombikok vagy lemezek

hasznalatat javasoljuk.
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Freezing

Procedure A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt ccomagolasban szallitjak, elegend6 hiitékozeggel,
hogy a szallitas sordn a hémérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldéedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld tarolhelyre.

Shipping

Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels taroldhelyre.

Storage

Conditions Hosszu tavd tartdsitas céljabdl helyezze az tivegeket gézfazisa folyékony nitrogénbe, koriilbelul -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on t6rténd tarolds csak rovid atmeneti [épésként fogadhatd el a folyékony
nitrogénbe val¢ atvitel elétt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy éleszt6gombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellenérzésnek vetik ala.
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