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Professor Tardieu t66rihm tootas 1995. aastal vélja inimese mikrogliarakkude klooni 3 (HMC3) rakuliini, milleks kasutas SV40-It sdltuvat
mikrogliarakkude immortaliseerimist inimese seljaaju ja kortikaalkudedest, mis saadi 8-12 nadala vanustest embriotest. Neid esmaseid
rakke, mida iseloomustab aeglane jagunemine ja keeruline morfoloogia, kasvatati esialgu 10-15 paeva enne immortaliseerimist. HMC3 rakud
sailitasid mitmeid primaarse mikroglia p&hijooni, nagu mueloidsete markerite nagu CD68, CD11b ja CD14 mitmekesine ekspressioon, kuigi
ekspressiooni tase varieerus markimisvaarselt séltuvalt primaarse antikeha valikust, eriti CD68 puhul.

Parast immortaliseerimist naitasid HMC3 rakud suurenenud proliferatsioonikiirust, mille kahekordistumisaeg jai vahemikku 24-48 tundi,
séilitades samal ajal paljud nende primaarsete vastavate rakkude fenottitubi ja morfoloogilised omadused. Vdrreldes primaarsete rakkudega
oli suurem CD68 EBM/11-positiivsete rakkude osakaal ja véhenenud fagotsuitiline aktiivsus. Antigeeni ekspressiooni stabiilsus kinnitati 35
l&bimise jooksul, kusjuures rakud jaid positiivseks NSE, CD68 ja CD11b suhtes, kuid negatiivseks CD14, MHCII ja CD4 suhtes
algtingimustes. Interferoon-y-ga (IFNy) kokkupuude tdstis siiski MHCII ekspressiooni, mis vastas rohkem primaarkultuuri reaktsioonidele
samale ravile.

Funktsionaalselt erines HMC3 liin teiste kloonidega vorreldes suurema interleukiin-6 (IL-6) produktsiooni poolest baastingimustes. Sellest
hoolimata on otsene vordlus primaarsete mikrogliarakkude tsitokiinide tootmisega metoodiliste erinevuste tottu keeruline. Vastus
lipopolisahhariidi (LPS) stimulatsioonile tundus neil immortaliseeritud liinidel vérreldes primaarkultuuridega véahenenud. Kooskélas
primaarsete mikrogliade omadustega ei tootnud HMC3 ja teised kloonitud liinid kasvaja nekroosifaktor-alfa (TNFa) ei spontaanselt ega parast
pdletikuvastast stimulatsiooni, mis tdstab esile inimese embrionaalse mikroglia spetsiifilist omadust.

ULDINE TEAVE

Kirjeldus

Professor Tardieu téériihm tootas 1995. aastal vélja inimese mikrogliarakkude klooni 3 (HMC3) rakuliini, milleks kasutas SV40-It sdltuvat
mikrogliarakkude immortaliseerimist inimese seljaaju ja kortikaalkudedest, mis saadi 8-12 nédala vanustest embriiotest. Neid esmaseid
rakke, mida iseloomustab aeglane jagunemine ja keeruline morfoloogia, kasvatati esialgu 10-15 péeva enne immortaliseerimist. HMC3 rakud
sailitasid mitmeid primaarse mikroglia p&hijooni, nagu mueloidsete markerite nagu CD68, CD11b ja CD14 mitmekesine ekspressioon, kuigi
ekspressiooni tase varieerus markimisvaarselt séltuvalt primaarse antikeha valikust, eriti CD68 puhul.

Pérast immortaliseerimist néitasid HMC3 rakud suurenenud proliferatsioonikiirust, mille kahekordistumisaeg jai vahemikku 24-48 tundi,
sdilitades samal ajal paljud nende primaarsete vastavate rakkude fenottitibi ja morfoloogilised omadused. Vorreldes primaarsete rakkudega
oli suurem CD68 EBM/11-positiivsete rakkude osakaal ja véhenenud fagotsuutiline aktiivsus. Antigeeni ekspressiooni stabiilsus kinnitati 35
labimise jooksul, kusjuures rakud jaid positiivseks NSE, CD68 ja CD11b suhtes, kuid negatiivseks CD14, MHCII ja CD4 suhtes
algtingimustes. Interferoon-y-ga (IFNy) kokkupuude tdstis siiski MHCII ekspressiooni, mis vastas rohkem primaarkultuuri reaktsioonidele
samale ravile.

Funktsionaalselt erines HMC3 liin teiste kloonidega vorreldes suurema interleukiin-6 (IL-6) produktsiooni poolest baastingimustes. Sellest
hoolimata on otsene v&rdlus primaarsete mikrogliarakkude tsttokiinide tootmisega metoodiliste erinevuste tottu keeruline. Vastus
lipopolisahhariidi (LPS) stimulatsioonile tundus neil immortaliseeritud liinidel vGrreldes primaarkultuuridega véahenenud. Kooskélas
primaarsete mikrogliade omadustega ei tootnud HMC3 ja teised kloonitud liinid kasvaja nekroosifaktor-alfa (TNFa) ei spontaanselt ega parast
poletikuvastast stimulatsiooni, mis tdstab esile inimese embriionaalse mikroglia spetsiifilist omadust.
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Kasvuvéime Jargija
GMO-staatus GMO-S1

GMO-staatuse uksikasjad

GMO-S1: This human fetal brain microglia cell line (HMC3) contains an SV40 T-Antigen construct introduced by transfection, supporting
immortalization. The insert is stably present in microglia-derived cells. This classification applies only within Germany and may differ

elsewhere.
Bioloogilise ohutuse tase 1
OMADUSED
Morfoloogia Makrofaagid
Rakuttlitip Mikrogliarakk
Kahekordistumisaeg 24 ja 48 tundi
TUNNUSED
Viide

HMC3 (Cytioni katalooginumber 300102)

NCBI maksukood 9606

Cellosaurus CVCL 1176

AVALDUMINE JA VASTUVOTLIKKUS

Viirused

SV40 geneetiline materjal integreerub stabiilselt raku genoomi. Téielike viiruseosakeste aktiivset tootmist v6i vabanemist ei toimu, mis
vahendab voimalikke bioloogilise ohutuse probleeme.

KASITLEMINE JA KASVATAMINE

Kasvatuskeskkond

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L gliikoosi, w: 2,5 mM L-glutamiini, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM naatriumpiruvaati, w: 1,2 g/L NaHCO3
(Cytioni artikli number 820400a)

Inkubatsiooni keskkond 37°C, 5%CO02, niisutatud atmosfaar.

Toidulisandid

Taiendada sd6tme 10% FBS-ga
Dissotsiatsioonireaktiiv Accutase

Kultuuri edasikasvatamine

Eemaldage kleepunud rakkudelt vana sd6tme ja peske neid PBS-ga, milles puudub kaltsium ja magneesium. T25 kolbide puhul kasutage 3-5
ml PBS-i ja T75 kolbide puhul 5-10 ml. Seejarel katke rakud taielikult Accutase'iga, kasutades 1-2 ml T25 kolbide puhul ja 2,5 ml T75 kolbide
puhul. Laske rakkudel inkubeerida 8-10 minutit toatemperatuuril, et need eralduksid. Parast inkubeerimist segage rakud ettevaatlikult 10 ml
s6O0tmega, et neid resuspenseerida, seejarel tsentrifuugige 3 minutit 300xg juures. Visake supernatant ara, suspenseerige rakud uuesti
varskes keskkonnas ja viige need uutesse kolvidesse, mis sisaldavad juba varsket keskkonda.
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_II76

Sulatamine ja kasvatamine

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

KVALITEEDIKONTROLL JA KRUOKONSERVEERIMINE

Viljatus

Mukoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pbhiste analliiside kui ka luminestsentsil p6hinevate mukoplasma tuvastamise meetodite
abil.

Bakteriaalse, seene- vdi parmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.

Kulmutuskeskkond Kruosadilitusvedelikusena kasutame téielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et
tagada piisav elujéulisus parast sulatamist, vdi CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis
sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada
taastumist ja vahendada kriiostressi.

Sailitamistingimused
Pikaajaliseks séilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures. Sailitamine temperatuuril -80 °C
on vastuv@etav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga uleviimist.

Tarne- ja kohaletoimetamistingimused

Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt kiilmutusainet, et séilitada
kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

ANNETAJA

Doonori vanus Loote

6IGUSLIKUD JA OHUTUSALASED KUSIMUSED

Ohutusnduded

Kui plaanitakse kriioviaalide séilitamist vedelas lammastikus tulevase sulatamise eesmérgil, on kohustuslik jargida rangeid ohutusmeetmeid.
Asjakohased kaitsekindad ja -riietus on hédavajalikud ning kulmutatud proovide vedela lAmmastiku mahutisse v8i mahutist valjaviimisel tuleb
kasutada ndomaski voi kaitseprille. See on vajalik selleks, et vdhendada vigastuste ohtu, mis tuleneb vdimalikest kriioviaalide plahvatustest
eemaldamisel, mille tagajérjel véivad vélja paiskuda teravad killud.

Garantii

Cytion seisab oma toodete kvaliteedi ja elujdulisuse eest.

Me garanteerime, et meie rakud on elujéulised kasvatamise alguses 60 péaeva jooksul parast meie rajatistest saatmist.
Tagame, et kbik materjalid vastavad analliusisertifikaadis ja/voi tootelehel kirjeldatud spetsifikatsioonidele

Taielikke Uksikasju leiate meie <a href="""/Who-we-are/Warranty/"" hreflang="""x-default"">Tagatise avaldusest

Vajalik on materjalide lileandmise Yes

leping
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