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Bendra informacija

Description
1995 m. profesoriaus Tardieu komanda sukiré Zmogaus mikroglijos klono 3 (HMC3) lasteliy linija, nuo SV40
priklausomai imortalizuodama mikroglijos lasteles iS Zmogaus nugaros smegeny ir Zievés audiniy, gauty is 8-12
savaifiy amZiaus embriony. Sios pirminés létai besidalijancios ir sudétingos morfologijos lastelés pries
imortalizacija i$ pradziy buvo auginamos 10-15 dieny. HMC3 lastelés islaiké keleta pagrindiniy pirminiy
mikroglijy poZymiy, pavyzdZiui, jvairias mieloidiniy Zymenuy, tokiy kaip CD68, CD11b ir CD14, raiskas, nors
raiskos lygis labai skyreési priklausomai nuo pasirinkto pirminio antikiino, ypa¢ CD68.
Po imortalizacijos HMC3 lastelés pasizyméjo didesniu proliferacijos greiciu, o jy padvigubéjimo trukmé buvo 24-
48 valandos, kartu iSsaugant daugelj fenotipiniy ir morfologiniy pirminiy lasteliy savybiy. Visy pirma, palyginti
su pirminémis lastelémis, jose buvo daugiau CD68 EBM/11 teigiamy lasteliy ir sumazéjo fagocitinis aktyvumas.
Antigeninés raiskos stabilumas buvo patvirtintas per 35 ciklus, kai lastelés isliko teigiamos NSE, CD68 ir CD11b,
bet neigiamos CD14, MHCII ir CD4, esant pradinéms salygoms. Taciau veikiant interferonu-y (IFNy) padidéjo
MHCII raiska, o tai labiau atitiko pirminiy kultdiry atsaka j ta patj gydyma.
Funkciniu pozitriu HMC3 linija iSsiskyré tuo, kad bazinémis salygomis gamino didesnj interleukino-6 (IL-6) kiekj,
palyginti su kitais klonais. Nepaisant to, tiesioginis palyginimas su pirminiy mikroglijos lasteliy citokiny gamyba
iSlieka sudétingas dél metodologiniy skirtumy. Siy imortalizuoty linijy atsakas j lipopolisacharido (LPS)
stimuliacija, palyginti su pirminémis kultiromis, pasirodé sumazéjes. Atsizvelgiant j pirminiy mikroglijy savybes,
HMC3 ir kitos klonuotos linijos negamino naviko nekrozés faktoriaus alfa (TNFa) nei spontaniskai, nei po
prouzdegiminés stimuliacijos, o tai rodo specifinj Zmogaus embrioniniy mikroglijy bruoza.

Organism Zmogus

Tissue Vaisiaus smegenys

Applications 3D lasteliy kultiira, Neuromokslai, Neuroinflamation

Synonyms Zmogaus mikroglijos klonas 3, CHME-3, CHME3

Charakteristikos

Age Vaisius

Gender Nenustatyta

Morphology Makrofagai

Cell type Mikroglijos lastelé

Growth Prigludes

properties
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Reguliavimo duomenys

Citation HMC3 (Cytion katalogo numeris 300102)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_II76

GMO Status GMO-S1: Sioje Zmogaus vaisiaus smegeny mikroglijos lasteliy linijoje (HMC3) yra SV40 T-antigeno
konstruktas, jvestas transfekcijos bidu ir palaikantis imortalizacija. |terptas elementas yra stabiliai
esantis mikroglijos iSvestose lastelése. Si klasifikacija taikoma tik Vokietijoje ir gali skirtis kitose 3alyse.

Biomolekuliniai duomenys

Viruses SV40 genetiné medziaga stabiliai integruojama j lastelés genoma. Aktyviai negaminamos ir neisskiriamos visos
viruso dalelés, o tai sumazina galimas biologinio saugumo problemas.

Tvarkymas

Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l gliukozés, w: 2,5 mM L-glutamino, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM natrio piruvato,

Medium w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cytion gaminio numeris 820400a)

Supplements Papildykite terpe 10 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 24 ir 48 valandos

Subculturing Pasalinkite sena terpe nuo prilipusiy lasteliy ir nuplaukite jas PBS, kuriame néra kalcio ir magnio. T25 kolboms
naudokite 3-5 ml PBS, o T75 kolboms - 5-10 ml. Tuomet visiskai uzpilkite lasteles "Accutase", naudodami 1-2 ml
T25 kolboms ir 2,5 ml T75 kolboms. Leiskite lasteléms inkubuotis kambario temperatiroje 8-10 minuciy, kad jos
atsiskirty. Po inkubacijos atsargiai sumaisykite lasteles su 10 ml terpés, kad jos vél suspenduoty, tada 3 minutes
centrifuguokite 300xg greiciu. ISmeskite supernatanta, vél sutirpinkite lasteles SvieZioje terpéje ir perkelkite jas j
naujas kolbas, kuriose jau yra SvieZia terpé.

Freeze Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiskg augimo terpe (jskaitant FBS) + 10 % DMSO, kad baty uZtikrintas

medium tinkamas gyvybingumas po atSildymo, arba CM-1 (Cytion katalogo numeris 800100), kurioje yra optimizuoty
osmoprotektoriy ir medZiagy apykaitos stabilizatoriy, kad bity pagerintas atsigavimas ir sumaZintas
kriokonservavimo sukeltas stresas.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uzsaldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu biity palaikoma optimali temperatira.

2. Gave is karto laikykite kriovialg Zemesnéje nei -150 °C temperatiroje, kad uztikrintuméte lasteliy
vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

3. Jeinorite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindami jj j 37 °C temperatiros
vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

4. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
mégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatiiros mitybinés terpés, atsargiai iSmaisSykite.

6. Misinj centrifuguokite 300 x g greiciu 3 minutes, kad atsiskirty lastelés, ir atsargiai iSmeskite
supernatantg su Saldymo terpés likuciais.

7. Svelniai resuspenduokite lasteliy granules 10 ml SvieZios mitybinés terpés. Jei lastelés yra prigludusios,
suspensija padalykite j dvi T25 kolbas; jei tai suspensinés kultiiros, visa terpe perkelkite j vieng T25
kolba, kad paskatintuméte veiksminga lasteliy saveika ir augima.

8. Laikykités nustatyty subkultiiry protokoly, kad lasteliy linija nuolat augty ir bty palaikoma, taip
uztikrinant patikimus eksperimenty rezultatus.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y drékintoje atmosferoje.

Flask Coating
Kad po atSildymo bty uztikrintas optimalus prisitvirtinimas ir gyvybingumas, rekomenduojame naudoti

kolagenu dengtas kolbas arba ploksteles.

Freezing
Procedure Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu

kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzZiurékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.
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Shipping

Conditions Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu buty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami ja apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Storage

Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skysta azota mazdaug -150-196 °C temperatiroje.

Laikymas -80 °C temperatiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé / Genetinis profilis / HLA

Sterility
Mikoplazmos uzterStumas atmetamas taikant PGR pagrjstus tyrimus ir liuminescencinius mikoplazmos
aptikimo metodus.
Siekiant uztikrinti, kad nebuty uzterSimo bakterijomis, grybeliais ar mielémis, lasteliy kultiiros kasdien vizualiai
tikrinamos.
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