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Informacje ogélne

Description
HTR-8/SVneo to ludzka linia komorek trofoblastow pochodzaca z kosmdowki tozyska w pierwszym trymestrze

ciazy, a konkretnie z 6-12-tygodniowego zarodka. Komorki te zostaty uniesSmiertelnione poprzez transfekcje
genem kodujacym antygen T wirusa symian 40 (SV40), co wydtuzyto ich zywotno$¢ przy jednoczesnym
zachowaniu cech typowych dla pozakomérkowych inwazyjnych trofoblastow. Ta linia komérkowa wyraza kilka
kluczowych markeréw zwigzanych z pozakomérkowymi trofoblastami, w tym insulinopodobny czynnik wzrostu
Il (IGF-1I), NDOG-5, antygen jadrowy komoérek proliferujacych (PCNA) oraz szereg integryn (podjednostki al, a3,
a5, av i B1, wraz z receptorem witronektyny avB3/B5). Jest ujemny dla markera makrofagéw 63/D3, markera
komorek $rodbtonka czynnika VIIl oraz podjednostek integryn a6 i 4, potwierdzajac jego linie trofoblastu i
odrdzniajac go od innych typow komorek, takich jak makrofagi i komorki srodbtonka.

Komorki HTR-8/SVneo s3 szeroko stosowane jako model do badania inwazji trofoblastéw i biologii tozyska, w
szczegblnosci przejscia nabtonkowo-mezenchymalnego (EMT), ktére ma kluczowe znaczenie dla inwazyjnego
zachowania trofoblastow podczas rozwoju tozyska. Badania wykazaty, ze komorki te wykazujg mieszana
populacje fenotypéw nabtonkowych i mezenchymalnych, ze zdolnoscia do przejécia EMT w standardowych
warunkach hodowli. W przejsciu tym posredniczy sygnalizacja TGF-B, ktdra promuje fenotyp mezenchymalny, o
czym $wiadczy regulacja w gore markeréw mezenchymalnych, takich jak wimentyna i regulacja w dét markeréw
nabtonkowych, takich jak E-kadheryna. To sprawia, ze HTR-8/SVneo jest cennym modelem in vitro do badania
mechanizmdéw molekularnych lezacych u podstaw EMT w trofoblastach i jego implikacji zarowno w
prawidtowym rozwoju tozyska, jak i zaburzeniach zwigzanych z ciaza.

Badania wykazaty ponadto, ze komérki HTR-8/SVneo moga tworzy¢ sferoidy, ktore wyrazaja gtownie markery
nabtonkowe. Kiedy te sferoidy s3 ponownie umieszczane w hodowli 2D, komérki wykazuja przesuniecie w
kierunku fenotypu mezenchymalnego, co wskazuje na trwajacy proces EMT. Unikalne wtasciwosci tej linii
komarkowej, w tym jej wrazliwos¢ na TGF-f i mieszany charakter nabtonkowo-mezenchymalny, zapewniaja
krytyczny wglad w ztozong dynamike komorkowa inwazji trofoblastow i regulacje rozwoju tozyska, oferujac
solidna platforme do badania patologii zwiazanych z ciaza, takich jak stan przedrzucawkowy i
wewnatrzmaciczne ograniczenie wzrostu.

Organism Cztowiek

Tissue Trofoblast, tozysko

Synonyms HTR-8/SV neo, HTR-8/SV-neo, HTR8/SVneo, HTR8svn
Charakterystyka

Age 6-12 tydzien ptodowy

Gender Nieokreslony

Morphology Mieszanina komérek nabtonkowych i mezenchymalnych
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Growth Adherent
properties

Dane regulacyjne

Citation HTR-8/SVneo (numer katalogowy Cytion 305221)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_7162

GMO Status GMO-S1: Ta ludzka linia komérkowa trofoblastow (HTR-8/SVneo) zawiera konstrukt antygenu SV40 T
wprowadzony przez transfekcje, umozliwiajac unie$miertelnienie pierwotnych komorek trofoblastow.
Wstawka jest stabilnie zintegrowana. Ta klasyfikacja ma zastosowanie tylko w Niemczech i moze sie
rézni¢ w innych krajach.

Dane biomolekularne

Viruses Simian virus 40 (transfekowany plazmidem pSV3neo zawierajgcym wczesny region SV40)
Obstuga
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnej glutaminy, w: 2,0 g/L NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820700a)
Medium
Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Usun starg pozywke z przylegajacych komérek i przemyj je PBS, ktory nie zawiera wapnia i magnezu. W

przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komorki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozwél komérkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzielié. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komérki w Swiezej pozywce i przenies¢ je do nowych kolb zawierajacych juz Swiezg pozywke.

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa
wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenies¢ zawiesine komadrek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscig 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucié supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komérek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakgcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

e =0 -
37°C, 5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

W celu zapewnienia optymalnego przylegania i zywotnosci po rozmrozeniu zalecamy stosowanie kolb lub
ptytek pokrytych kolagenem.

Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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Shipping
Conditions

Storage
Conditions

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility

Profil STR

 Cytion

Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki

do odpowiedniego miejsca przechowywania.

W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od
-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejSciowy

przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testow opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe s3

poddawane codziennym kontrolom wizualnym.

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
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