Product sheet d CYtion

Células HMC3 | 300102

Informacoes gerais

Description
Alinha celular Human Microglial Clone 3 (HMC3) foi desenvolvida em 1995 pela equipa do Professor Tardieu

através da imortalizagdo dependente de SV40 de células microgliais de tecidos da medula espinal e corticais
humanos, obtidos de embrides com idades compreendidas entre as 8 e as 12 semanas. Estas células primarias,
caracterizadas por uma divisdo lenta e morfologias complexas, foram inicialmente cultivadas durante 10-15 dias
antes da imortalizagdo. As células HMC3 mantiveram varias carateristicas-chave da microglia primaria, tais
como uma expressao diversificada de marcadores mieléides como CD68, CD11b e CD14, embora os niveis de
expressao variassem notavelmente com a escolha do anticorpo primario, particularmente para CD68.

Apos a imortalizagdo, as células HMC3 exibiram taxas de proliferagdo melhoradas, com tempos de duplicagdo
entre 24 e 48 horas, preservando ao mesmo tempo muitas carateristicas fenotipicas e morfoldgicas das suas
contrapartes primarias. Em particular, verificou-se uma maior proporc¢ao de células positivas para CD68 EBM/11
e uma redugdo da atividade fagocitica em comparagdo com as células primarias. A estabilidade na expresséo
antigénica foi confirmada ao longo de 35 passagens, com as células a permanecerem positivas para NSE, CD68 e
CD11b, mas negativas para CD14, MHCIl e CD4 em condicOes de base. No entanto, a exposi¢ado ao interferdo-y
(IFNy) elevou a expressdo de MHCII, alinhando-se mais estreitamente com as respostas da cultura primaria ao
mesmo tratamento.

Funcionalmente, a linha HMC3 distinguiu-se pela producdo de niveis mais elevados de interleucina-6 (IL-6) em
condigdes basais, em comparagdo com outros clones. Apesar disso, uma comparacao direta com a produgdo de
citocinas das células microgliais primarias continua a ser um desafio devido a diferengas metodoldgicas. A
resposta a estimulacdo com lipopolissacarido (LPS) nestas linhas imortalizadas parece estar diminuida em
relagdo as culturas primarias. Em consonéncia com as carateristicas microgliais primarias, a HMC3 e outras
linhas clonadas ndo produziram fator de necrose tumoral alfa (TNFa), quer espontaneamente quer apds
estimulagdo pré-inflamatoéria, salientando uma carateristica especifica da microglia embrionaria humana.

Organism Humano

Tissue Cérebro fetal

Applications cultura de células 3D, Neurociéncia, Neuroinflamacio
Synonyms Clone 3 de microglia humana, CHME-3, CHME3

Carateristicas

Age Feto
Gender N3o especificado
Morphology Macréfago

Cell type Célula microglial
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Growth
properties

Aderente

Dados regulamentares

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HMC3 (nimero de catalogo Cytion 300102)

9606

CellosaurusAccession CVCL_II76

GMO Status

GMO-S1: Esta linha de células da microglia do cérebro fetal humano (HMC3) contém uma construgéo do
antigénio T do SV40 introduzida por transfec¢do, que suporta a imortalizagdo. A insergdo esta presente
de forma estavel nas células derivadas da microglia. Esta classificacdo aplica-se apenas na Alemanha e
pode ser diferente noutros paises.

Dados biomoleculares

Viruses 0 material genético do SV40 é integrado de forma estavel no genoma da célula. Ndo ha produgdo ativa ou

libertagdo de particulas virais completas, o que atenua potenciais preocupagdes de biosseguranga.
Manuseamento

Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), com: 3,1 g/L de glucose, com: 2,5 mM de L-Glutamina, com: 15 mM de HEPES, com: 0,5

Medium mM de piruvato de sodio, com: 1,2 g/L de NaHCO3 (nimero de artigo Cytion 820400a)

Supplements Completar o meio com 10% de FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 24 e 48 horas

Subculturing Retirar o meio antigo das células aderentes e lava-las com PBS sem calcio e magnésio. Nos frascos T25, utilizar
3-5 ml de PBS e, nos frascos T75, 5-10 ml. Em seguida, cobrir completamente as células com Accutase, utilizando
1-2 ml para os frascos T25 e 2,5 ml para os frascos T75. Deixar as células incubar a temperatura ambiente
durante 8-10 minutos para as destacar. Apos a incubagdo, misturar suavemente as células com 10 ml de meio
para as ressuspender e, em seguida, centrifugar a 300xg durante 3 minutos. Deitar fora o sobrenadante,
ressuspender as células em meio fresco e transferi-las para novos frascos que ja contenham meio fresco.
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Freeze Como meio de criopreservacao, utilizamos um meio de crescimento completo (incluindo FBS) + 10% DMSO para

medium uma viabilidade pds-descongelamento adequada, ou CM-1 (nimero de catalogo Cytion 800100), que inclui
osmoprotectores optimizados e estabilizadores metabdlicos para melhorar a recuperacéo e reduzir o stress
induzido pela crio.

Thawing and

R 1. Confirme que o frasco permanece profundamente congelado aquando da entrega, uma vez que as

células sdo enviadas em gelo seco para manter as temperaturas ideais durante o transporte.

2. ApOs a recegdo, armazenar o frasco criogénico imediatamente a temperaturas inferiores a -150°C para
garantir a preservacdo da integridade celular, ou avancar para o passo 3 se for necessaria uma cultura
imediata.

3. Para uma cultura imediata, descongelar rapidamente o frasco imergindo-o num banho de dgua a 37°C
com agua limpa e um agente antimicrobiano, agitando suavemente durante 40-60 segundos até ficar
um pequeno aglomerado de gelo.

4. Efetuar todos os passos subsequentes em condi¢Ges estéreis numa capela de fluxo, desinfectando o
frasco criogénico com etanol a 70% antes de o abrir.

5. Abrir cuidadosamente o frasco desinfectado e transferir a suspensao de células para um tubo de
centrifugacdo de 15 ml contendo 8 ml de meio de cultura a temperatura ambiente, misturando
suavemente.

6. Centrifugar a mistura a 300 x g durante 3 minutos para separar as células e eliminar cuidadosamente o
sobrenadante que contém o meio de congelagdo residual.

7. Ressuspender suavemente o pellet de células em 10 ml de meio de cultura fresco. No caso de células
aderentes, dividir a suspensao entre dois frascos de cultura T25; no caso de culturas em suspensao,
transferir todo o meio para um frasco T25 para promover uma intera¢do e um crescimento eficazes das
células.

8. Cumprir os protocolos de subcultura estabelecidos para o crescimento e manutengdo continuos da
linha celular, garantindo resultados experimentais fidveis.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%602’ atmosfera humidificada.

Flask Coating
Para uma fixagdo e viabilidade dptimas apds a descongelagdo, recomendamos a utilizacdo de frascos ou placas

revestidos com colagénio.
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i:iiz:fre As linhas celulares criopreservadas sdo expedidas em gelo seco em embalagens validadas e isoladas com
refrigerante suficiente para manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da recegdo,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.

Shipping

Conditions As linhas celulares criopreservadas sdo expedidas em gelo seco em embalagens validadas e isoladas com
refrigerante suficiente para manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da rececao,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.

Storage

Conditions Para conservacdo a longo prazo, colocar os frascos em azoto liquido em fase de vapor a uma temperatura entre

-150 e -196 °C. O armazenamento a -80 °C é aceitdvel apenas como um curto passo intermédio antes da
transferéncia para azoto liquido.

Controlo de qualidade / Perfil genético [ HLA

Sterility
A contaminag&o por micoplasma é excluida utilizando ensaios baseados em PCR e métodos de detegdo de

micoplasma baseados em luminescéncia.

Para garantir que ndo ha contaminagdo bacteriana, fingica ou de leveduras, as culturas de células sdo sujeitas a
inspecgdes visuais diarias.

Perfil STR Amelogenin: x,x
CSF1PO: 10,11
D13S317:11
D16S539: 12,13
D5S818: 11,12
D75820: 9,11
THO1: 6
TPOX: 8,9
VWA: 17,19
D3S1358: 16,18
D21S11:30,31.2
D18S51: 18
PentaE: 7,13
Penta D: 10,14
D8S1179: 13,14
FGA: 21,25
D6S1043: 11
D2S1338: 17,25
D12S391: 16,21
D19S433: 15,15.2
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