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Genel bilgi

Description
Human Microglial Clone 3 (HMC3) hiicre hatti 1995 yilinda Profesor Tardieu'nun ekibi tarafindan, 8 ila 12 haftalik

embriyolardan elde edilen insan omurilik ve kortikal dokularindan alinan mikroglial hiicrelerin SV40'a bagli
olarak oliimsuzlestirilmesi yoluyla gelistirilmistir. Yavas boliinme ve karmasik morfolojilerle karakterize edilen
bu birincil hiicreler, 6liimsiizlestirilmeden 6nce baslangi¢ta 10-15 giin boyunca kiiltiirlendi. HMC3 hicreleri,
CD68, CD11b ve CD14 gibi miyeloid belirteglerin cesitli ekspresyonu gibi primer mikroglialarin birkag temel
ozelligini korumustur, ancak ekspresyon seviyeleri, 6zellikle CD68 icin primer antikor se¢imine gére dnemli
Olclide degismistir.

immortalizasyonun ardindan HMC3 hiicreleri, birincil muadillerinin bircok fenotipik ve morfolojik 6zelligini
korurken, 24 ila 48 saat arasinda iki katina ¢cikma suireleriyle gelismis proliferasyon oranlari sergilemistir.
Ozellikle, CD68 EBM/11-pozitif hiicrelerin orani daha yiiksekti ve birincil hiicrelere kiyasla fagositik aktivitede bir
azalma vardi. Antijenik ifadedeki kararlilik 35 pasaj boyunca dogrulanmis, hiicreler NSE, CD68 ve CD11b igin
pozitif kalirken, temel kosullar altinda CD14, MHCII ve CD4 igin negatif olmustur. Bununla birlikte, interferon-y'ya
(IFNy) maruz kalma MHCI!I ifadesini yiikselterek ayni tedaviye verilen birincil kiltiir yanitlariyla daha yakin bir
uyum saglamistir.

islevsel olarak, HMC3 hatti diger klonlara kiyasla bazal kosullar altinda daha yiiksek seviyelerde interlékin-6 (IL-
6) treterek kendini gostermistir. Buna ragmen, metodolojik farkliliklar nedeniyle birincil mikroglial hiicrelerin
sitokin liretimiyle dogrudan bir karsilastirma yapmak zor olmaya devam etmektedir. Bu 6limsiizlestirilmis
hatlarda lipopolisakkarit (LPS) uyarimina verilen yanit birincil kiltiirlere gore azalmis goriinmektedir. Birincil
mikroglial 6zelliklerle tutarli olarak, HMC3 ve diger klonlanmis hatlar, ne kendiliginden ne de pro-inflamatuar
stimilasyonun ardindan timor nekroz faktori-alfa (TNFa) Giretmemis ve insan embriyonik mikroglialarinin
spesifik bir 6zelligini vurgulamstir.

Organism insan

Tissue Fetal beyin

Applications 3D hiicre kiiltiirii, Sinirbilim, Néroinflamasyon
Synonyms insan Mikroglia Klon 3, CHME-3, CHME3

Ozellikler

Age Fetis
Gender Belirtilmemis
Morphology Makrofaj

Cell type Mikroglial hiicre
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Growth Yapisik
properties

Diizenleyici Veriler

Citation HMC3 (Cytion katalog numarasi 300102)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_II76

GMO Status GMO-S1: Bu insan fetal beyin mikroglia hiicre hatti (HMC3), 6limsiizlestirmeyi destekleyen transfeksiyon
yoluyla eklenen bir SV40 T-Antigen yapisi icerir. Ek parca, mikroglia tiirevi hiicrelerde stabil olarak
mevcuttur. Bu siniflandirma sadece Almanya icinde gegerlidir ve baska yerlerde farklilik gésterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Viruses SV40 genetik materyali hiicre genomuna stabil bir sekilde entegre edilir. Tam viral partikiillerin aktif Gretimi veya
salinimi s6z konusu degildir, bu da potansiyel biyogiivenlik endiselerini azaltir.

Ellecleme

Culture DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3.1 g/L Glukoz, w: 2.5 mM L-Glutamin, w: 15 mM HEPES, w: 0.5 mM Sodyum piruvat, w:

Medium 1.2 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820400a)

Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin

Dissociation Accutase

Reagent

Doubling time 24 ve 48 saat

Subculturing Yapisik hiicrelerden eski ortami ¢ikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri icin 3-
5 ml PBS ve T75 siseleri icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar icin 1-2 ml ve T75 flasklar igin 2,5 ml
kullanarak hiicreleri Accutase ile tamamen kaplayin. Hiicreleri ayirmak icin oda sicakliginda 8-10 dakika
inkiibasyona birakin. inkiibasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek icin 10 ml besiyeriyle hafifce
karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santriftijleyin. Slipernatanti atin, hiicreleri taze besiyerinde yeniden
stispanse edin ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.
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Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biliylime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.

Thawing and

R 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde génderildiginden,

flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldinp kiiglik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tiim adimlari steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice acin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kdiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiipline aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hucreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
suipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kiiltiir ortaminda yavasca yeniden siispanse edin. Yapisik hiicreler icin,
stispansiyonu iki T25 kiiltiir sisesi arasinda boliin; stispansiyon kiiltlrleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
buyiimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin stirekli bilylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltlir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.

Incubation
Atmosphere 37°C, %5 > nemlendirilmis atmosfer.

Flask Coating
Cozlldikten sonra optimum tutunma ve canlilik icin Kolajen kapli flasklar veya plakalar kullanmanizi 6neririz.

Freezing
Procedure Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan

iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
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Shipping

Conditions Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde gonderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Storage

Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA

Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri glinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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