
ข้อมูลทั่วไป

Description
HTR-8/SVneo เป็นเซลล์ไลน์ของทรอโฟบลาสต์มนุษย์ที่ได้มาจากวิลลัสคอร์ิโอนิกของรกในไตรมาสแรก โดยเฉพาะจากตัวอ่อนอายุ 6 ถึง 12 สัปดาห์ เซลล์เหล่านี้ถูกทำให้เป็นอมตะโดยการถ่ายโอนยีนที่เข้ารหัสแอนติเจน T ขนาดใหญ่ของไวรัสซิมแปนซีไวรัส 40 (SV40) ซึ่งช่วยยืดอายุการใช้งานของเซลล์ในขณะที่ยังคงลักษณะเฉพาะของทรอโฟบลาสต์ชนิดรุกรานนอกวิลลัสเซลล์ไลน์นี้แสดงออกของตัวบ่งชี้สำคัญหลายชนิดที่เกี่ยวข้องกับเซลล์โทรโฟบลาสต์นอกรก (extravillous trophoblasts) ได้แก่ อินซูลินไลค์โกรทแฟคเตอร์ II (IGF-II), NDOG-5, โปรลิเฟอเรติงเซลล์นิวเคลียร์แอนติเจน (PCNA) และอินทิกรินหลากหลายชนิด (α1, α3, α5, αv และ β1 ซับยูนิต รวมถึง
αvβ3/β5 vitronectin receptor). ไม่แสดงผลบวกต่อตัวบ่งชี้แมคโครฟาจ 63/D3, ตัวบ่งชี้เซลล์เยื่อบุหลอดเลือด factor VIII, และหน่วยย่อย α6 และ β4 ของ integrin ซึ่งยืนยันถึงสายพันธุ์ของ trophoblast และแยกแยะออกจากเซลล์ประเภทอื่น ๆ เช่น แมคโครฟาจและเซลล์เยื่อบุหลอดเลือด

เซลล์ HTR-8/SVneo ถูกนำมาใช้กันอย่างแพร่หลายเป็นแบบจำลองในการศึกษาการบุกรุกของโทโกรบลาสต์และชีววิทยาของรก โดยเฉพาะการเปลี่ยนผ่านจากเซลล์เยื่อบุผิวไปเป็นเซลล์เนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (EMT) ซึ่งมีความสำคัญอย่างยิ่งต่อพฤติกรรมการบุกรุกของโทโกรบลาสต์ในระหว่างการพัฒนาของรก งานวิจัยแสดงให้เห็นว่าเซลล์เหล่านี้แสดงประชากรผสมของฟีโนไทป์เยื่อบุผิวและเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน โดยมีความสามารถในการเกิด EMT ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงมาตรฐานการเปลี่ยนแปลงนี้ถูกควบคุมโดยสัญญาณ TGF-β ซึ่งส่งเสริมให้เกิดลักษณะของเซลล์เมเซนไคม์ (mesenchymal phenotype) ตามที่ปรากฏจากการเพิ่มขึ้นของตัวบ่งชี้เมเซนไคม์ เช่น vimentin และการลดลงของตัวบ่งชี้เซลล์เยื่อบุผิว เช่น E-cadherin นี่ทำให้ HTR-8/SVneo เป็นแบบจำลองในหลอดทดลองที่มีคุณค่าสำหรับการศึกษาเชิงกลไกโมเลกุลที่อยู่เบื้องหลังการเปลี่ยนรูปแบบของเซลล์ (EMT) ในเซลล์ทรอโฟบลาสต์ และผลกระทบที่อาจเกิดขึ้นทั้งในกระบวนการพัฒนาของรกปกติและโรคที่เกี่ยวข้องกับการตั้งครรภ์

การศึกษาเพิ่มเติมได้แสดงให้เห็นว่าเซลล์ HTR-8/SVneo สามารถสร้างสเฟียรอยด์ซึ่งแสดงออกของตัวบ่งชี้เยื่อบุผิวเป็นหลัก เมื่อสเฟียรอยด์เหล่านี้ถูกเพาะเลี้ยงใหม่ในวัฒนธรรม 2 มิติ เซลล์จะแสดงการเปลี่ยนแปลงไปสู่ลักษณะของเซลล์เมเซนไคม์ ซึ่งบ่งชี้ถึงกระบวนการ EMT ที่กำลังดำเนินอยู่คุณสมบัติเฉพาะของสายเซลล์นี้ รวมถึงการตอบสนองต่อ TGF-β และลักษณะผสมระหว่างเซลล์เยื่อบุผิวและเซลล์มีเซนไคม์ ให้ข้อมูลเชิงลึกที่สำคัญเกี่ยวกับพลวัตของเซลล์ที่ซับซ้อนในการบุกรุกของโทโรกบลาสต์และการควบคุมการพัฒนาของรก ซึ่งเป็นพื้นฐานที่แข็งแกร่งสำหรับการศึกษาพยาธิสภาพที่เกี่ยวข้องกับการตั้งครรภ์ เช่น ภาวะครรภ์เป็นพิษและการเจริญเติบโตในครรภ์ช้า

Organism มนุษย์

Tissue โทรโฟบลาสต์, รก

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

ลักษณะ

Age 6-12 สัปดาห์ของทารกในครรภ์

Gender ไม่ระบุ

Morphology การผสมผสานของเซลล์ที่มีลักษณะคล้ายเยื่อบุผิวและเซลล์มีเซนไคม์

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation HTR-8/SVneo (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305221)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_7162

GMO Status GMO-S1: สายเซลล์ทรอโฟบลาสต์มนุษย์นี้ (HTR-8/SVneo) มีโครงสร้าง SV40 T-Antigen ที่ถูกนำเข้ามาโดยการถ่ายโอนยีน ทำให้เซลล์ทรอโฟบลาสต์ปฐมภูมิมีลักษณะเป็นอมตะ การแทรกยีนนี้ถูกรวมเข้ากับจีโนมอย่างคงที่ การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้น และอาจแตกต่างจากที่อื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล
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Viruses ไวรัสซิเมียน 40 (ถูกถ่ายโอนด้วยพลาสมิด pSV3neo ที่มีบริเวณต้นของ SV40)

การจัดการ

Culture
Medium

RPMI 1640, w: 2.0 mM กลูตามีนเสถียร, w: 2.0 กรัม/ลิตร NaHCO3 (หมายเลขบทความ Cytion 820700a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

แอคคูเทส

Subculturing นำอาหารเลี้ยงเซลล์เก่าออกจากเซลล์ที่เกาะติดและล้างด้วย PBS ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม สำหรับขวด T25 ให้ใช้ PBS 3-5 มล. และสำหรับขวด T75 ให้ใช้ 5-10 มล. จากนั้นปิดเซลล์ให้มิดด้วย Accutase โดยใช้ 1-2 มล. สำหรับขวด T25 และ 2.5 มล. สำหรับขวด T75ปล่อยให้เซลล์บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 8-10 นาทีเพื่อให้เซลล์หลุดออกจากกัน หลังจากบ่มแล้ว ให้ผสมเซลล์เบา ๆ กับอาหารเลี้ยงเซลล์ 10 มิลลิลิตรเพื่อทำให้เซลล์แขวนลอยอีกครั้ง จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ 300 เท่าของแรงโน้มถ่วงโลก (300xg) เป็นเวลา 3 นาที เทส่วนใสที่ได้ทิ้งไป แล้วแขวนลอยเซลล์ในอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ จากนั้นถ่ายเซลล์ไปยังขวดเพาะเลี้ยงใหม่ที่เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ไว้แล้ว

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน (รวมถึง FBS) + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ หรือ CM-1 (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 800100) ซึ่งรวมถึงสารป้องกันออสโมติกและสารรักษาเสถียรภาพเมตาบอลิซึมที่ได้รับการปรับให้เหมาะสมเพื่อเพิ่มการฟื้นตัวและลดความเครียดที่เกิดจากการแช่แข็ง

Thawing and
Culturing Cells 1. ยืนยันว่าขวดยังคงแช่แข็งอย่างสมบูรณ์เมื่อได้รับสินค้า เนื่องจากเซลล์ถูกจัดส่งบนน้ำแข็งแห้งเพื่อรักษาอุณหภูมิที่เหมาะสมระหว่างการขนส่ง

2. เมื่อได้รับแล้ว ให้เก็บ cryovial ทันทีที่อุณหภูมิต่ำกว่า -150 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาความสมบูรณ์ของเซลล์ หรือดำเนินการตามขั้นตอนที่ 3 หากจำเป็นต้องเพาะเลี้ยงทันที

3. สำหรับการเพาะเลี้ยงทันที ให้ละลายน้ำแข็งในหลอดอย่างรวดเร็วโดยแช่หลอดในอ่างน้ำที่อุณหภูมิ 37°C พร้อมน้ำสะอาดและสารต้านจุลชีพ คนเบา ๆ เป็นเวลา 40-60 วินาที จนกระทั่งเหลือเพียงก้อนน้ำแข็งขนาดเล็ก

4. ดำเนินการขั้นตอนต่อไปทั้งหมดภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้ลมไหล โดยฆ่าเชื้อขวดแช่แข็งด้วยแอลกอฮอล์ 70% ก่อนเปิด

5. เปิดขวดยาฆ่าเชื้ออย่างระมัดระวัง และถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตรที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 8 มิลลิลิตร โดยคนเบา ๆ

6. ปั่นเหวี่ยงส่วนผสมที่ความเร็ว 300 x g เป็นเวลา 3 นาที เพื่อแยกเซลล์ออกจากกัน แล้วเทส่วนใสที่อยู่ด้านบนซึ่งมีสารแช่แข็งตกค้างออกอย่างระมัดระวัง

7. ค่อยๆ ผสมเซลล์ที่ตกตะกอนให้ละลายในอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ 10 มิลลิลิตร สำหรับเซลล์ที่เกาะติด ให้แบ่งสารแขวนลอยลงในขวดเลี้ยงเชื้อ T25 สองขวด สำหรับการเลี้ยงแบบแขวนลอย ให้ถ่ายอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมดลงในขวด T25 ขวดเดียว เพื่อส่งเสริมการปฏิสัมพันธ์และการเจริญเติบโตของเซลล์อย่างมีประสิทธิภาพ

8. ปฏิบัติตามระเบียบปฏิบัติของกลุ่มวัฒนธรรมย่อยที่กำหนดไว้สำหรับการเติบโตและการบำรุงรักษาของเซลล์ไลน์อย่างต่อเนื่อง เพื่อให้มั่นใจในผลลัพธ์การทดลองที่เชื่อถือได้

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, บรรยากาศชื้น

Flask Coating ไม่มี
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Freezing
Procedure เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Storage
Conditions สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตรเจนเหลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ −150 ถึง −196 °C การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้เฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยังไนโตรเจนเหลวเท่านั้น

การควบคุมคุณภาพ / โปรไฟล์ทางพันธุกรรม / HLA

Sterility
การปนเปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดยใช้วิธีการเรืองแสง

เพื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปนเปื้อนของแบคทีเรีย เชื้อรา หรือยีสต์ การเพาะเลี้ยงเซลล์จะถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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