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Obecné informace

Description
HTR-8/SVneo je linie lidskych trofoblastickych bunék odvozena z choriovych klkd placenty prvniho trimestru,

konkrétné z embrya starého 6-12 tydn(. Tyto buriky byly imortalizovany transfekci genem kédujicim velky T
antigen similského viru 40 (SV40), coz prodloufZilo jejich Zivotnost pfi zachovani vlastnosti typickych pro
extravilozni invazivni trofoblasty. Tato bunécna linie exprimuje nékolik klicovych marker( spojenych s
extravil6znim trofoblastem, véetné inzulinu podobného rdstového faktoru Il (IGF-11), NDOG-5, proliferujiciho
bunécného jaderného antigenu (PCNA) a fady integrin( (al, a3, a5, av a 1 podjednotky spolu s avB3/B5
vitronectinovym receptorem). Je negativni pro makrofagovy marker 63/D3, endotelialni bunéény marker faktor
VIll a integrinové podjednotky a6 a B4, coz potvrzuje jeho trofoblastovou linii a odliSuje ho od jinych bunéénych
typU, jako jsou makrofagy a endotelialni buriky.

Buriky HTR-8/SVneo jsou Siroce pouzivany jako model pro studium invaze trofoblast( a biologie placenty,
zejména epitelialné-mezenchymalniho prechodu (EMT), ktery je kli¢ovy pro invazivni chovani trofoblastt béhem
vyvoje placenty. Vyzkum ukazal, Ze tyto buriky vykazuji smiSenou populaci epitelialnich a mezenchymalnich
fenotypt se schopnosti podléhat EMT za standardnich kultiva¢nich podminek. Tento prechod je zprostfedkovan
signalizaci TGF-B, ktera podporuje mezenchymalni fenotyp, coz se projevuje zvySenim regulace
mezenchymalnich marker(, jako je vimentin, a snizenim regulace epitelialnich markeru, jako je E-cadherin. Diky
tomu je HTR-8/SVneo cennym in vitro modelem pro studium molekularnich mechanism, které jsou zakladem
EMT v trofoblastech, a jejich dUsledkd pro normalni vyvoj placenty i pro poruchy souvisejici s téhotenstvim.

Studie dale prokazaly, Ze buriky HTR-8/SVneo mohou tvofit sféroidy, které prevazné exprimuiji epitelialni
markery. KdyZ jsou tyto sféroidy znovu rozmnoZeny ve 2D kultufe, buriky vykazuji posun smérem k
mezenchymalnimu fenotypu, coZ naznacuje probihajici proces EMT. Jedinec¢né vlastnosti této bunécné linie,
vCetné jeji reaktivity na TGF-B a jeji smiSené epitelidlné-mezenchymalni povahy, poskytuji zasadni vhled do
komplexni bunééné dynamiky invaze trofoblastu a regulace vyvoje placenty a nabizeji robustni platformu pro
zkoumani patologii souvisejicich s téhotenstvim, jako je preeklampsie a intrauterinni ristova restrikce.

Organism Clovék
Tissue Trofoblast, placenta
Synonyms HTR-8/SV neo, HTR-8/SV-neo, HTR8/SVneo, HTR8svn

Charakteristika

Age 6.-12. fetalni tyden
Gender Nespecifikovano
Morphology Smés epitelidlnich a mezenchymalnich bunék

Growth Adherentni
properties
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Regulacni udaje

Citation
Biosafety level

NCBI_TaxID

HTR-8/SVneo (katalogové Cislo Cytion 305221)

9606

CellosaurusAccession CVCL_7162

GMO Status

GMO-S1: Tato linie lidskych trofoblastovych bunék (HTR-8/SVneo) obsahuje transfekci vneseny
konstrukt SV40 T-Antigen, ktery umoziuje imortalizaci primarnich trofoblastovych bunék. Vlozka je
stabilné integrovana. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a jinde se muze lisit.

Biomolekularni data

Viruses Simian virus 40 (transfekce plazmidem pSV3neo obsahujicim ¢asnou oblast SV40)
¢, ¢’
Zpracovani
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Dopliite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hofCiku. Pro bariky T25 pouzijte
3-5ml PBS a pro bariky T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pfi¢emz pouzijte 1-2 ml pro
banky T25 a 2,5 ml pro bariky T75. Nechte buriky inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se
oddélily. Po inkubaci jemné& promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu suspendovany, a poté je odstredte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.
Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zplsobeného kryo.
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Thawing and

rin vo s . . L . . y " .
Culturing Cells 1. Ovérte si, ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmrazend, protoze buriky se prepravuji na suchém

ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pfi teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur pfeneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivaéni protokoly pro kontinualni rist a udrZovani bunécéné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimentd.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating
Pro optimalni uchyceni a Zivotaschopnost po rozmrazeni doporu¢ujeme pouzivat bariky nebo desticky

potaZené kolagenem.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym

mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného skladu.
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Shipping
Conditions

Storage
Conditions

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility

Profil STR
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Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned

zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté pfiblizné -150 a7 -196
°C. Skladovani pfi-80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontaminace mykoplazmaty je vyloucena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné&éné kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.

Amelogenin: x,x
CSF1PO: 12
D13S317:9,12
D16S539: 11,13
D5S818: 12
D7S820: 12
THO1: 6,9.3
TPOX: 8

vWA: 13,18
D3S1358: 16
D21S11: 29,30
D18S51: 13
Penta E: 7,16,17
Penta D: 9,12
D8S1179: 12,15
FGA: 21,23



