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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Synonyms

Charakteristika

Age

Gender

Morphology

HTR-8/SVneo je ludska trofoblastova bunkova linia odvodena z choriovych klkov placenty prvého trimestra,
konkrétne z embrya vo veku 6 a7z 12 tyZzdnov. Tieto bunky boli imortalizované transfekciou génom kédujicim
velky T antigén similského virusu 40 (SV40), ¢o predIzuje ich Zivotnost pri zachovani vlastnosti typickych pre
extravilozny invazivny trofoblast. Tato bunkova linia exprimuje niekolko kli¢ovych markerov spojenych s
extraviléznym trofoblastom vratane inzulinu podobného rastového faktora Il (IGF-Il), NDOG-5, proliferaéného
bunkového jadrového antigénu (PCNA) a celého radu integrinov (al, a3, a5, av a B1 podjednotky spolu s
avB3/B5 vitronectinovym receptorom). Je negativny na makrofagovy marker 63/D3, endotelovy bunkovy marker
faktor VIl a integrinovu podjednotku a6 a B4, o potvrdzuje jeho trofoblastovd liniu a odliSuje ho od inych typov
buniek, ako st makrofagy a endotelové bunky.

Bunky HTR-8/SVneo sa Siroko pouzivaji ako model na stidium invazie trofoblastu a bioldgie placenty, najma
prechodu z epitelu na mezenchym (EMT), ktory je klic€ovy pre invazivne spravanie trofoblastu pocas vyvoja
placenty. Vyskum ukazal, Ze tieto bunky vykazuju zmiesanu populaciu epitelovych a mezenchymalnych
fenotypov so schopnostou podliehat EMT za Standardnych kultivacnych podmienok. Tento prechod je
sprostredkovany signalizaciou TGF-B, ktora podporuje mezenchymalny fenotyp, ¢o sa prejavuje zvysenim
regulacie mezenchymalnych markerov, ako je vimentin, a znizenim regulacie epitelovych markerov, ako je E-
cadherin. Vdaka tomu je HTR-8/SVneo cennym in vitro modelom na $tidium molekularnych mechanizmov,
ktoré su zakladom EMT v trofoblaste, a jeho désledkov pri normalnom vyvoji placenty aj pri poruchach
suvisiacich s tehotenstvom.

Stadie dalej preukazali, Ze bunky HTR-8/SVneo mézu tvorit sféroidy, ktoré prevazne exprimuju epitelové
markery. Ked sa tieto sféroidy opatovne rozmnozia v 2D kulture, bunky vykazuji posun smerom k
mezenchymalnemu fenotypu, ¢o naznacuje prebiehajuci proces EMT. Jedine¢né vlastnosti tejto bunkovej linie,
vratane jej reakcie na TGF- a jej zmieSanej epitelovo-mezenchymalnej povahy, poskytuju kriticky pohlad na
komplexnid bunkovid dynamiku invazie trofoblastu a reguléciu vyvoja placenty, pricom ponukajd spolahlivi
platformu na skiimanie patologickych stavov suvisiacich s tehotenstvom, ako je preeklampsia a
vnutromaternicové obmedzenie rastu.

Ludské

Trofoblast, placenta

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

6.-12. fetalny tyzderi

NeSpecifikované

Zmes epitelovych a mezenchymovych buniek
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Growth
properties

¢, &

Adherent

Regulacné udaje

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

HTR-8/SVneo (katalégové Cislo Cytion 305221)

9606

CellosaurusAccession CVCL_7162

GMO Status

GMO-S1: Tato linia ludskych trofoblastovych buniek (HTR-8/SVneo) obsahuje konstrukt SV40 T-Antigen
zavedeny transfekciou, ktory umozriuje imortalizaciu primarnych trofoblastovych buniek. Vlozka je
stabilne integrovana. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a méZe sa lisit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Viruses Simian virus 40 (transfekcia plazmidom pSV3neo obsahujucim skort oblast SV40)
Spracovanie

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cislo vyrobku Cytion 820700a)

Medium

Supplements Doplrite médium o 10 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky
T25 pouZite 3 - 5 ml PBS a pre banky T75 pouZite 5 - 10 ml. Potom bunky Uplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 mindt, aby sa
oddelili. Po inkubdcii jemne premie3ajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

Freeze Ako kryokonzerva¢né médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu sposobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g poCas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujlci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml éerstvého kultivaéného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivané banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili G¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

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

Flask Coating
Na dosiahnutie optimalneho uchytenia a Zivotaschopnosti po rozmrazeni odpori¢ame pouZivat banky alebo

platne s kolagénom.

Freezing
Procedure Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostato¢nym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostato¢nym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylu¢uje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem
zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultdry sa
denne vizuélne kontroluju.
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