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Allman information

Description

Organism
Tissue
Applications
Synonyms
Egenskaper
Age
Gender
Morphology

Cell type

Cellinjen Human Microglial Clone 3 (HMC3) utvecklades 1995 av professor Tardieus team genom SV40-beroende
immortalisering av mikrogliaceller fran mansklig ryggmarg och kortikala vavnader, erhallna frdn embryon som
var mellan 8 och 12 veckor gamla. Dessa primara celler, som kannetecknas av ldngsam delning och komplexa
morfologier, odlades inledningsvis i 10-15 dagar innan de odddliggjordes. HMC3-cellerna behdll flera viktiga
egenskaper hos primara mikroglia, sdsom ett varierat uttryck av myeloida markdrer som CD68, CD11b och CD14,
aven om uttrycksnivaerna varierade avsevart med valet av primar antikropp, sarskilt for CD68.

Efter ododliggérandet uppvisade HMC3-cellerna en 6kad proliferationshastighet, med fordubblingstider pa
mellan 24 och 48 timmar, samtidigt som de bevarade manga fenotypiska och morfologiska egenskaper hos sina
primdra motsvarigheter. Framfor allt fanns det en hogre andel CD68 EBM/11-positiva celler och en minskning av
den fagocyterande aktiviteten jamfort med de primara cellerna. Stabiliteten i det antigena uttrycket bekraftades
efter 35 passager, dar cellerna forblev positiva for NSE, CD68 och CD11b, men negativa for CD14, MHCIl och CD4
under baslinjeférhallanden. Exponering for interferon-y (IFNy) 6kade dock MHCII-uttrycket, vilket stammer
battre 6verens med primarkulturens svar pa samma behandling.

Funktionellt utmarkte sig HMC3-linjen genom att producera hogre nivaer av interleukin-6 (IL-6) under basala
forhallanden jamfort med andra kloner. Trots detta ar en direkt jamforelse med priméara mikrogliacellers
cytokinproduktion fortfarande en utmaning pa grund av metodologiska skillnader. Svaret pa lipopolysackarid
(LPS)-stimulering i dessa odddliga linjer verkade vara mindre an i priméra kulturer. | dverensstimmelse med
primdra mikrogliala egenskaper producerade HMC3 och andra klonade linjer inte tumérnekrosfaktor-alfa
(TNFa), varken spontant eller efter proinflammatorisk stimulering, vilket belyser ett specifikt drag hos humana
embryonala mikroglia.

Manniskan

Hjérnan hos fostret

3D-cellodling, Neurovetenskap, Neuroinflamation

Human Microglia klon 3, CHME-3, CHME3

Foster

Ospecificerad

Makrofag

Mikroglial cell
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Growth Féljsam
properties

Lagstadgade uppgifter

Citation HMC3 (Cytion katalognummer 300102)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_II76

GMO Status GMO-S1: Denna cellinje av mikrogliaceller fran manskligt hjarnfoster (HMC3) innehaller en SV40 T-
Antigen-konstruktion som inforts genom transfektion, vilket stoder odddlighet. Insatsen ar stabilt
narvarande i mikroglia-deriverade celler. Denna klassificering galler endast i Tyskland och kan skilja sig
at pa andra stallen.

Biomolekylara data

Viruses SV40:s genetiska material ar stabilt integrerat i cellgenomet. Det sker ingen aktiv produktion eller frisattning av
kompletta viruspartiklar, vilket minskar potentiella problem med biosakerhet.

Hantering

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

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

Supplements Komplettera mediet med 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 24 och 48 timmar

Subculturing Ta bort det gamla mediet fran de adherenta cellerna och tvatta dem med PBS som saknar kalcium och
magnesium. Anvand 3-5 ml PBS for T25-kolvar och 5-10 ml fér T75-kolvar. Tack sedan cellerna helt med
Accutase, anvand 1-2 ml for T25-kolvar och 2,5 ml for T75-kolvar. Lat cellerna inkubera i rumstemperatur i 8-10
minuter sa att de lossnar. Efter inkubationen, blanda cellerna forsiktigt med 10 ml medium for att resuspendera
dem och centrifugera sedan vid 300xg i 3 minuter. Kassera supernatanten, resuspendera cellerna i farskt
medium och 6verfor dem till nya kolvar som redan innehaller farskt medium.
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Freeze Som kryokonserveringsmedium anvander vi komplett tillvaxtmedium (inklusive FBS) + 10% DMSO for adekvat

medium viabilitet efter upptining, eller CM-1 (Cytion katalognummer 800100), som innehaller optimerade
osmoprotektanter och metaboliska stabilisatorer for att férbattra dterhdmtningen och minska kryoinducerad
stress.

Thawing and

R 1. Bekrafta att flaskan ar djupfryst vid leverans, eftersom cellerna skickas pa torris for att bibehalla

optimala temperaturer under transporten.

2. Vid mottagandet ska du antingen forvara kryovialen omedelbart vid temperaturer under -150 °C for att
sdkerstalla att cellernas integritet bevaras, eller ga vidare till steg 3 om omedelbar odling krévs.

3. Vid omedelbar odling ska injektionsflaskan snabbt tinas genom att den sanks ned i ett 37 °C vattenbad
med rent vatten och ett antimikrobiellt medel och omrors forsiktigt i 40-60 sekunder tills en liten
isklump aterstar.

4. Utfor alla efterfoljande steg under sterila forhallanden i en flodeshuv och desinficera kryovialerna med
70 % etanol innan de 6ppnas.

5. Oppna forsiktigt den desinficerade flaskan och dverfor cellsuspensionen till ett 15 ml centrifugrér som
innehaller 8 ml rumstempererat odlingsmedium och blanda forsiktigt.

6. Centrifugera blandningen vid 300 x g i 3 minuter for att separera cellerna och kassera forsiktigt
supernatanten som innehaller resterande frysmedium.

7. Resuspendera forsiktigt cellpelleten i 10 ml farskt odlingsmedium. For adherenta celler, fordela
suspensionen mellan tva T25-kulturkolvar; for suspensionskulturer, 6verfor allt medium till en T25-kolv
for att framja effektiv cellinteraktion och tillvaxt.

8. Folj faststallda subkulturprotokoll for fortsatt tillvéxt och underhall av cellinjen, vilket sékerstaller
tillforlitliga experimentella resultat.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% 00 befuktad atmosfar.

Flask Coating
For optimal vidhaftning och viabilitet efter upptining rekommenderar vi att kollagenbelagda kolvar eller

plattor anvands.
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Freezing

Procedure Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan dréjsmal dverforas till lamplig forvaring.

Shipping

Conditions Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan dr6jsmal 6verforas till Amplig forvaring.

Storage

Conditions For langtidsforvaring, placera flaskorna i flytande kvave i angfas vid ca -150 till -196 °C. Forvaring vid -80 °C &r

acceptabelt endast som ett kort mellanliggande steg innan 6verféring till flytande kvave.

Kvalitetskontroll / Genetisk profil / HLA

Sterility
Mykoplasmakontaminering utesluts med hjélp av bade PCR-baserade analyser och luminiscensbaserade

metoder for mykoplasmadiagnostik.

For att sakerstalla att det inte finns ndgon kontaminering av bakterier, svamp eller jast utsatts cellkulturerna for
dagliga visuella inspektioner.

STR-profil 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
D195433: 15,15.2
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