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Professori Tardieun tyéryhma kehitti vuonna 1995 Human Microglial Clone 3 (HMC3) -solulinjan SV40-riippuvaisesti kuolemattomaksi
tekemalla mikrogliasoluja ihmisen selkaydin- ja aivokuoren kudoksista, jotka oli saatu 8-12 viikon ikéisisté alkioista. Naita primaarisoluja, joille
on ominaista hidas jakautuminen ja monimutkainen morfologia, viljeltiin aluksi 10-15 paivaa ennen kuolemattomaksi tekemista. HMC3-solut
sailyttivat useita primaaristen mikrogliasolujen keskeisia piirteita, kuten myeloidisten merkkiaineiden, kuten CD68, CD11b ja CD14,
monipuolisen ilmentymisen, vaikka ilmentymistasot vaihtelivat huomattavasti primaarisen vasta-aineen valinnasta riippuen, erityisesti CD68:n
osalta.

Immortalisoinnin jalkeen HMC3-soluilla oli lisé&ntynyt proliferaatiovauhti, ja niiden kaksinkertaistumisajat olivat 24-48 tuntia, mutta ne
sailyttivat monia primaaristen solujensa fenotyyppisia ja morfologisia ominaisuuksia. Erityisesti CD68 EBM/11 -positiivisten solujen osuus oli
suurempi ja fagosyyttinen aktiivisuus vaheni primaarisoluihin verrattuna. Antigeeniekspression vakaus vahvistettiin 35 passagea myoten, ja
solut pysyivat positiivisina NSE:n, CD68:n ja CD11b:n suhteen, mutta negatiivisina CD14:n, MHCII:n ja CD4:n suhteen perusolosuhteissa.
Interferoni-y:lle (IFNy) altistuminen lisasi kuitenkin MHCII:n ilmentymista, mika vastasi paremmin primaariviljelmien vasteita samalle hoidolle.
Toiminnallisesti HMC3-linja erottautui muista klooneista tuottamalla enemmaén interleukiini-6:ta (IL-6) perusolosuhteissa. Tasta huolimatta
suora vertailu primaaristen mikrogliasolujen sytokiinituotantoon on edelleen haastavaa menetelmien erojen vuoksi. Vaste
lipopolysakkaridistimulaatioon (LPS) néissa kuolemattomiksi muuttuneissa linjoissa naytti olevan heikompi kuin primaariviljelmissa.
Ensisijaisten mikroglialien ominaisuuksien mukaisesti HMC3- ja muut kloonatut linjat eivét tuottaneet tuumorinekroositekija-alfaa (TNFa)
spontaanisti tai pro-inflammatorisen stimulaation jalkeen, mik& korostaa ihmisen alkion mikroglioiden erityispiirretta.

YLEISTA TIETOA

Kuvaus

Professori Tardieun tydryhma kehitti vuonna 1995 Human Microglial Clone 3 (HMC3) -solulinjan SV40-riippuvaisesti kuolemattomaksi
tekemalla mikrogliasoluja ihmisen selkdydin- ja aivokuoren kudoksista, jotka oli saatu 8-12 viikon ik&isista alkioista. N&ita primaarisoluja, joille
on ominaista hidas jakautuminen ja monimutkainen morfologia, viljeltiin aluksi 10-15 paivaa ennen kuolemattomaksi tekemistéa. HMC3-solut
sailyttivat useita primaaristen mikrogliasolujen keskeisia piirteita, kuten myeloidisten merkkiaineiden, kuten CD68, CD11b ja CD14,
monipuolisen ilmentymisen, vaikka ilmentymistasot vaihtelivat huomattavasti primaarisen vasta-aineen valinnasta riippuen, erityisesti CD68:n
osalta.

Immortalisoinnin jalkeen HMC3-soluilla oli lisdéntynyt proliferaatiovauhti, ja niiden kaksinkertaistumisajat olivat 24-48 tuntia, mutta ne
sailyttivat monia primaaristen solujensa fenotyyppisia ja morfologisia ominaisuuksia. Erityisesti CD68 EBM/11 -positiivisten solujen osuus oli
suurempi ja fagosyyttinen aktiivisuus vaheni primaarisoluihin verrattuna. Antigeeniekspression vakaus vahvistettiin 35 passagea myéten, ja
solut pysyivat positiivisina NSE:n, CD68:n ja CD11b:n suhteen, mutta negatiivisina CD14:n, MHCII:n ja CD4:n suhteen perusolosuhteissa.
Interferoni-y:lle (IFNy) altistuminen lisasi kuitenkin MHCII:n ilmentymist&, mika vastasi paremmin primaariviljelmien vasteita samalle hoidolle.
Toiminnallisesti HMC3-linja erottautui muista klooneista tuottamalla enemman interleukiini-6:ta (IL-6) perusolosuhteissa. Tasta huolimatta
suora vertailu primaaristen mikrogliasolujen sytokiinituotantoon on edelleen haastavaa menetelmien erojen vuoksi. Vaste
lipopolysakkaridistimulaatioon (LPS) néissé kuolemattomiksi muuttuneissa linjoissa naytti olevan heikompi kuin primaariviljelmissa.
Ensisijaisten mikroglialien ominaisuuksien mukaisesti HMC3- ja muut kloonatut linjat eivét tuottaneet tuumorinekroositekija-alfaa (TNFa)
spontaanisti tai pro-inflammatorisen stimulaation jalkeen, mika korostaa ihmisen alkion mikroglioiden erityispiirretta.

Kudos Sikion aivot

Sovellukset

3D-soluviljely, neurotiede, neuroinflammaatio, neurotiede

Synonyymit

« Human Microglia Clone 3

« CHME-3

« CHME3
LUOKITTELU

Organismi Ihminen

Sukupuoli Mé&arittelematodn
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Kasvuominaisuudet Kiinnittynyt

GMO-status GMO-S1

GMO-statuksen tiedot

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.

Bioturvallisuustaso 1

OMINAISUUDET

Morfologia Makrofagit
Solutyyppi Mikrogliasolu
Kaksinkertaistumisaika 24 ja 48 tuntia
TUNNISTEET
Lahdeviite

HMC3 (Cytionin luettelonumero 300102)

NCBI-verotunnus 9606

Cellosaurus CVCL 1176

ILMENTYMINEN JA ALTTIUS

Virukset

SV40-geenimateriaali integroituu pysyvasti solun genomiin. Taydellisi& virushiukkasia ei tuoteta tai vapauteta aktiivisesti, mik& vahentaa
mahdollisia bioturvallisuusongelmia.

KASITTELY JA VILJELY

Viljelyalusta

DMEM:Ham's F12 (1:1), w: 3,1 g/L glukoosia, w: 2,5 mM L-glutamiinia, w: 15 mM HEPES, w: 0,5 mM natriumpyruvaattia, w: 1,2 g/L NaHCO3
(Cytionin artikkelinumero 820400a)

Inkubaatioilma 37 °C, 5 %CO2, kostutettu iimakeha.

Ravintolisat

Taydennetédan elatusainetta 10 %:lla FBS:lla
Dissosiaatioreagenssi Accutase

Soluviljely

Poista vanha véliaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll&, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta T25-pulloissa 3-5 ml PBS:a4 ja
T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan Accutase-valmisteella, kayttden 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen
inkuboitua huoneenlammdssa 8-10 minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jalkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n valiaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havita supernatantti, suspendoi solut uudelleen tuoreeseen
véliaineeseen ja siirré ne uusiin pulloihin, jotka siséltéavat jo tuoretta valiaineita.
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https://www.cellosaurus.org/CVCL_II76

Sulatus ja viljely

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.

LAADUNVALVONTA JA KRYOSAILYTYS

Hedelmattomyys

Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois sekd PCR-pohjaisilla maarityksilla ettd luminesenssiin perustuvilla mykoplasman
osoitusmenetelmilla.

Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttdmiseksi soluviljelmét tarkastetaan péivittéin silmamaaraisesti.

Jaadytysaine Kryosailytysmediana kaytamme taydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 %
DMSO:ta riittdvén sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:t&
(Cytionin luettelonumero 800100), joka sisaltaa optimoituja osmoprotectantteja ja
metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymista ja vahentavat kryosailytyksen
aiheuttamaa stressia.

Sailytysolosuhteet

Pitk&aikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan hdyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa
on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Toimitusehdot

Kryoséilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajaassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti kylméainetta, jotta lampétila pysyy
noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittdmasti sen vastaanottamisen jéalkeen ja injektiopullot on siirrettava
viipymatta asianmukaiseen varastoon.

LAHJOITTAJA

Luovuttajan ika Siki6

OIKEUDELLISET JA TURVALLISUUSASIAT

Turvallisuusohjeet

Kun suunnitellaan kryoputken sailyttdmista nestemaisessa typessa sulatusta varten, on noudatettava tiukkoja turvatoimenpiteita.
Asianmukaiset suojakasineet ja -vaatteet ovat valttamattomia, ja kasvonaamarin tai suojalasien kaytté on valttématénta siirrettdessa
jaadytettyja naytteité nestetyppisailioon tai siitd pois. Talla pyritdan pienentaméén loukkaantumisriski, joka aiheutuu kryoputkien
mahdollisista réjahdyksisté, jotka voivat aiheuttaa teravien sirpaleiden sinkoutumisen.

Takuu

Me Cytionilla seisomme tuotteidemme laadun ja elinkelpoisuuden takana.

Takaamme, ettéd solumme ovat elinkelpoisia viljelyn alkaessa 60 paivan ajan sen jalkeen, kun ne on lahetetty laitoksestamme.
Vakuutamme, etta kaikki materiaalit ovat analyysitodistuksessa ja/tai tuoteselosteessa kuvattujen eritelmien mukaisia

Lisatietoja on <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang="""x-default"">Takuulausumassa
Aineiden siirtoa koskeva sopimus Yes
vaaditaan
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