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Obecné informace

Description
U20S-CRISPR-TPR-SNAP je genomové upravena lidska osteosarkomova bunécna linie odvozena z bunék U20S,
ve které byl endogenni gen TPR (Translocated Promoter Region) modifikovan pomoci technologie CRISPR/Cas9
tak, aby kddoval in-frame SNAP tag. TPR je velky nukleoporin s vinutou strukturou, ktery se lokalizuje do
jaderného kose na nukleoplazmatické strané jaderného p6rového komplexu (NPC). Oznacenim TPR v jeho
endogennim lokusu se fuzni protein exprimuje pod nativni regulacni kontrolou, ¢imz se zachovavaji fyziologické
Urovné exprese a udrzuje se spravné zaclenéni do struktury jaderného kose.
SNAP tag umoznuje kovalentni znaceni TPR fluorescenénimi substraty konjugovanymi s benzylguaninem v
Zivych nebo fixovanych burikach, coz umoZziuje vysoce specifickou a stabilni vizualizaci. V burikach U20S-
CRISPR-TPR-SNAP vykazuje znaceny TPR charakteristické teckovité prstencové rozlozZeni na jaderné obdlce,
které odpovida strukturam jaderného kose asociovanych s NPC. Tento systém je vhodny pro kvantitativni
fluorescenéni mikroskopii, superrozliSovaci zobrazovani, znaceni pulznim sledovanim a dynamické studie
sestavovani a obmény jaderného kose. Plocha morfologie a velka jadra bunék U20S usnadiiuji vysokorozliSovaci
zobrazovani struktur asociovanych s jadernou obalkou.
TPR hraje kli¢ovou roli v exportu mRNA, regulaci jaderného transportu, organizaci chromatinu na jaderném
okraji a prostorové organizaci genomu. TPR se také podili na tvorbé subkompartmentd souvisejicich s jadernym
transportem a na vylouceni heterochromatinu z oblasti spojenych s jadernymi pory. U20S-CRISPR-TPR-SNAP
poskytuje fyziologicky relevantni model pro rozbor architektury a dynamiky jaderného kosiku, zkoumani
mechanismi nukleocytoplazmatického transportu a studium interakci chromatinu spojenych s jadernou
membranou za endogennich expresnich podminek.

Organism Clovék

Tissue Kost

Disease Osteosarkom

Charakteristika

Age 15 let

Gender Zeny

Ethnicity Kavkazsky

Morphology Epitelu podobné

Growth Adherentni

properties
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Regulacni udaje
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Citation U20S-CRISPR-TPR-SNAP (katalogové ¢islo Cytion 300667)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606
Depositor Ellenbergova laboratoF (EMBL)
GMO Status GMO-S1: Tato lidska bunécna linie osteosarkomu (U20S-CRISPR-TPR-SNAP) obsahuje fiizi TPR-SNAP vytvorenou

technologii CRISPR, ktera umozriuje fluorescencni a chemické znaceni proteinu jaderného kose TPR. Konstrukt
je stabilné integrovan. Tato klasifikace plati pouze v Némecku a jinde se miZe lisit.

Biomolekularni data

Protein TPR, SNAP-tag
expression
, ’
Zpracovani
Culture McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukdza, w: stabilni glutamin, w: 2,0 mM pyruvat sodny, w: 2,2 g/l NaHCO3 (¢islo ¢lanku
Medium Cytion 820200a)
Supplements Dopliite médium o 10% FBS, 3,0 g/l glukdzy, stabilni glutamin, 2,0 mM pyruvat sodny, 2,2 g/l NaHCO3, 1% NEAA
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, pficemz pouzijte 1-2 ml pro
bariky 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 odstfedte
pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a pfeneste je do
novych banék, které jiz obsahuji ¢erstvé médium.

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostatecné Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové ¢islo 800100 spolecnosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlep3eni regenerace a snizeni stresu

zpUsobeného 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 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.

Storage

Conditions 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.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
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.
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