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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Applications

Bunkova linia Human Microglial Clone 3 (HMC3) bola vyvinuta v roku 1995 timom profesora Tardieua
prostrednictvom imortalizacie mikrogliovych buniek z ludskych miechovych a kortikalnych tkaniv, ziskanych z
embryi vo veku 8 az 12 tyZdriov, v zavislosti od SV40. Tieto primarne bunky, ktoré sa vyznacuji pomalym
delenim a komplexnou morfolégiou, boli pred imortalizaciou spociatku kultivované 10 - 15 dni. Bunky HMC3 si
zachovali niekolko klG¢ovych znakov primarnej mikroglie, ako napriklad réznorodd expresiu myeloidnych
markerov, napriklad CD68, CD11b a CD14, hoci Grovne expresie sa vyrazne lisili v zavislosti od vyberu primarnej
protilatky, najma v pripade CD68.

Po imortalizacii vykazovali bunky HMC3 zvy3en( mieru proliferacie s ¢asom zdvojnasobenia medzi 24 a 48
hodinami, pricom si zachovali mnohé fenotypové a morfologické charakteristiky svojich primarnych
naprotivkov. V porovnani s primarnymi bunkami bol zaznamenany vy3si podiel CD68 EBM/11 pozitivnych buniek
a znizenie fagocytarnej aktivity. Stabilita antigénnej expresie sa potvrdila pocas 35 pasazi, pricom bunky zostali
pozitivne pre NSE, CD68 a CD11b, ale negativne pre CD14, MHCII a CD4 za zakladnych podmienok. Vystavenie
interferénu-y (IFNy) vSak zvysilo expresiu MHCII, ¢o sa viac zhoduje s odpovedami primarnej kultiry na rovnaku
liecbu.

Z funkéného hladiska sa linia HMC3 vyznacovala vysSou produkciou interleukinu-6 (IL-6) za zakladnych
podmienok v porovnani s ostatnymi klonmi. Napriek tomu je priame porovnanie s produkciou cytokinov
primarnymi mikrogliovymi bunkami nadalej naro¢né vzhladom na metodologické rozdiely. Odpoved na
stimuldciu lipopolysacharidom (LPS) v tychto imortalizovanych linidch sa ukazala ako zniZzenda v porovnani s
primarnymi kultdrami. V silade s charakteristikami primarnych mikroglii HMC3 a dalSie klonované linie
neprodukovali tumor nekrotizujici faktor alfa (TNFa), a to ani spontanne, ani po prozapalovej stimulacii, ¢o
poukazuje na Specificku vlastnost ludskych embryonalnych mikroglii.

Ludské

Mozog plodu

3D bunkové kultiry, Neuroveda, Neuroinflamacia

Synonyms Ludsky klon mikroglie 3, CHME-3, CHME3
Charakteristika
Age Plod
Gender NeSpecifikované
Morphology Makrofagy
Cell type Mikrogliovd bunka
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Growth Adherent
properties

¢, &

Regulacné udaje

Citation HMC3 (katalégové &islo Cytion 300102)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_II76

GMO Status GMO-S1: Tato linia ludskych fetalnych mozgovych mikroglii (HMC3) obsahuje konstrukt SV40 T-Antigen
zavedeny transfekciou, ktory podporuje imortalizaciu. Vlozka je stabilne pritomna v bunkach
odvodenych od mikroglie. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a m6zZe sa lisit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Viruses Geneticky material SV40 je stabilne integrovany do gendmu bunky. Nedochadza k aktivnej produkcii alebo
uvolriovaniu kompletnych virusovych Castic, co zmierfiuje potencialne obavy z biologickej bezpecnosti.

Spracovanie
Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/l glukdzy, w: 2,5 mM L-glutaminu, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM pyruvatu sodného,
Medium w: 1,2 g/l NaHCO3 (&fslo vyrobku Cytion 820400a)
Supplements Doplrite médium o 10 % FBS
Dissociation Accutase
Reagent

Doubling time 24 a 48 hodin

Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky
T25 pouZite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
minUty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v cerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.
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Freeze Ako kryokonzerva¢né médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrZala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamzite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpecili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamzita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injek¢nu liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pricom ju jemne mieSajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. Vsetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugaénej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innu interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivaéné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhéena atmosfeéra.

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouzivat banky alebo

platne s kolagénom.
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Freezing

Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozZenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizuélne kontrolujd.
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