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Vispariga informacija

Description
Cilveka mikrogliju klona 3 (HMC3) Stinu liniju 1995. gada izstradaja profesora Tardjé komanda, izmantojot SV40
atkarigu mikrogliju Stinu imortalizaciju no cilvéka muguras smadzenu un galvas smadzenu garozas audiem, kas
iegati no 8 [idz 12 nedélu veciem embrijiem. Sis primaras $inas, kuram raksturiga léna dali$anas un sareZgita
morfologija, pirms imortalizacijas sakotnéji tika kultivetas 10-15 dienas. HMC3 Slinas saglabaja vairakas
primaras mikroglijas galvenas pazimes, pieméram, tadu mieloidu markieru ka CD68, CD11b un CD14
daudzveidigu ekspresiju, lai gan ekspresijas limeni ievérojami atskiras atkariba no primaras antivielas izvéles, jo
Tpasi CD68 gadijuma.
Péc imortalizacijas HMC3 Sinas uzradija paaugstinatu proliferacijas atrumu ar dubultoSanas laiku no 24 lidz 48
stundam, vienlaikus saglabajot daudzas fenotipiskas un morfologiskas Tpasibas, kas raksturigas to primarajam
$anam. Tpasi jaatzimé lielaks CD68 EBM/11 pozitivo $linu Tpatsvars un fagocitiskas aktivitates samazinasanas
salidzinajuma ar primarajam Sinam. Antigénu ekspresijas stabilitate tika apstiprinata 35 pasazu laika, Sinam
saglabajoties pozitivam attieciba uz NSE, CD68 un CD11b, bet negativam attieciba uz CD14, MHCII un CD4 bazes
apstaklos. Tomér interferona-y (IFNy) iedarbiba palielinaja MHCII ekspresiju, kas vairak atbilda primaro kulttiru
reakcijam uz to pasu apstradi.
Funkcionali HMC3 linija izcélas ar augstaku interleikina-6 (IL-6) imeni bazes apstaklos salidzinajuma ar citiem
kloniem. Neraugoties uz to, tiesais salidzinajums ar primaro mikroglialo Stinu citokinu produkciju joprojam ir
sarezgits metodologisko atkiribu dél. So imortalizéto liniju reakcija uz lipopolisaharida (LPS) stimulaciju
izradijas mazaka salidzinajuma ar primarajam kulttram. AtbilstoSi primaro mikrogliju ipasibam HMC3 un citas
klonétas linijas nedeva audzé&ja nekrozes faktoru alfa (TNFa) ne spontani, ne péc proiekaisuma stimulacijas,
uzsverot cilvéka embrionalo mikrogliju specifisku iezimi.

Organism Cilvéks

Tissue Augla smadzenes

Applications 3D 3anu kultdras, neirozinatne, neiroinflamacija

Synonyms Cilvéka mikroglijas klons 3, CHME-3, CHME3

Raksturojums

Age Auglis

Gender Nav noradits

Morphology Makrofagi

Cell type Mikrogliju $0na
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Growth
properties

Normativie dati

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

Adherent

HMC3 (Cytion kataloga numurs 300102)

9606

CellosaurusAccession CVCL_II76

GMO Status

GMO-S1: Si cilvéka augla smadzenu mikroglia $tinu linija (HMC3) satur SV40 T-antgéna konstrukciju, kas
ieviesta ar transfekciju, atbalstot imortalizaciju. levietojums ir stabili klatesoss no mikroglijas
atvasinatas Sunas. ST klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un var at3kirties citur.

Biomolekularie dati

Viruses SV40 genétiskais materials ir stabili integréts Slinas genoma. Nav aktivas virusa dalinu razoSanas vai izdaliSanas,

kas mazina iespéjamas bazas par biologisko drosibu.
Darbs ar

Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glikozes, w: 2,5 mM L-glutamina, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM natrija piruvata,

Medium w: 1,2 g/l NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820400a)

Supplements Papildinat barotni ar 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 24 un 48 stundas

Subculturing Nonemt veco barotni no pielipusajam Sinam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam
izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75 kolbam - 5-10 ml. PEc tam pilniba parklajiet Stinas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml
T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet Sinam inkubéties istabas temperatira 8-10 mindtes, lai tas atdalitos.
Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stinas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti suspendétu, péc tam centrifugéjiet
3 mindtes ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Stinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.
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Freeze Ka kriokonservéSanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai
medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver

optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveselo$anos un samazinatu
krioinduceto stresu.

Thawing and

R 1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sttitas uz sausa ledus, lai

parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemSanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Stinu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultivésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Siinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
ml istabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 minates, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stnu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Stinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stiinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodroSinatu nepartrauktu Stinu linijas augsanu un
uzturésanu, tadéjadi nodrosinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

Incubation
or £ o .
Atmosphere 37°C,5 /Ocoz’ mitrinata atmosféra.

Flask Coating Neviens

Freezing
Procedure Kriokonservétas Stinu linijas tiek satitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu

dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.
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z::‘pdpi::?fns Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni-78 °C temperatiiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Storage

Conditions Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni-150 lidz -196 °C temperatira.

Uzglabasana -80 °C temperatlra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole / Genétiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteikSanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stinu kultdrras katru dienu vizuali parbauda.
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