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Vseobecné informacie

Description
Bunkova linia U-2 0S-ZFN-SNAP-Nup107 predstavuje Specializovany variant Siroko pouZzivanej ludskej

osteosarkomovej bunkovej linie U-2 OS. Tento konkrétny model bol vytvoreny tak, aby exprimoval SNAP-
oznacenu verziu nukleoporinu Nup107, kli¢ovi zlozku komplexu jadrovych pérov, ktora je nevyhnutna pre
transport molekdl medzi jadrom a cytoplazmou. Integracia technoldgie SNAP-tag umozriuje biortogonalne
znadenie a vizualizaciu Nup107 v Zivych alebo fixovanych bunkach, ¢o poskytuje vykonny nastroj na stddium
nukleocytoplazmatického transportu a architektdry komplexu jadrovych pérov za fyziologickych podmienok.

Pozadie U-2 OS pontka niekolko vyhod vratane robustnej rychlosti rastu a dobre charakterizovaného
karyotypu, ktoré podporuji vysoko vykonné skriningové aplikacie a genomické stidie. Technoldgia ZFN (Zinc
Finger Nuclease) pouZivana v tejto bunkovej linii ulahluje cielent Gpravu gendmu, ¢im zvySuje presnost, s akou
mozu vyskumnici skimat geneticky prinos k jadrovému transportu a inym bunkovym procesom. Tato bunkova
linia je obzvlast uzito¢na na Studie zamerané na objasnenie dynamiky a regulacie komplexov jadrovych pérov v
bioldgii rakoviny a bunkovej fyziologii.

Vzhladom na Specializovant povahu bunkovej linie U-2 0S-ZFN-SNAP-Nup107 ¢. 294 je velmi vhodna na
pokrocilé zobrazovacie techniky vratane mikroskopie so superrozliSenim na skiimanie funkcii nukleoporinov v
nevidanych detailoch. Je tieZ cennym zdrojom na vyvoj terapeutickych stratégii zameranych na jadrové
transportné drahy, ktoré sa podielaju na réznych ochoreniach vratane rakoviny. Komponent SNAP-tag zvysuje
univerzalnost dalSich biochemickych a proteomickych analyz, ¢im sa stava nepostradatelnym nastrojom v
oblasti bunkovej a molekularnej bioldgie.

Organism Ludské
Tissue Kosti
Disease Osteosarkom

Charakteristika

Age 15 rokov
Gender Zeny
Ethnicity Kaukazsky

Growth Adherent
properties

R4

Regulacné udaje

Citation U-2 0S-ZFN-SNAP-Nup107 (katalégové &islo Cytion 300294)
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Biosafety level

NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_B7FM

Depositor

GMO Status

Ellenbergova laboratdria (EMBL)

GMO-S1: Tato linia ludskych osteosarkdmovych buniek (U20S-ZFN-SNAP-Nup107 ¢. 294) obsahuje fuziu
génov SNAP-Nup107 sprostredkovanu ZFN, ktora podporuje selektivne znacenie podjednotky jadrového
p6ru Nup107. Modifikacia je stabilne pritomna. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a méZe sa lisit v
inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Protein
expression

Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Fluid renewal

SNAP-Nup107 (protein jadrového pérového komplexu 107, znacka SNAP)

McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukdza, w: stabilny glutamin, w: 2,0 mM pyruvat sodny, w: 2,2 g/l NaHCO3 (Cislo ¢lanku
Cytion 820200a)

Dopliite médium o 10 % FBS, 3,0 g/ glukdzy, stabilny glutamin, 2,0 mM pyruvat sodny, 2,2 g/l NaHCO3, 1 % NEAA

Accutase

Odstrarite 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 Gplne pokryte Accutase, pricom pouZite
1-2 mlpre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75. Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 min(t, aby sa
oddelili. Po inkubacii jemne premiesajte bunky s 10 ml média, aby boli znovu suspendované, a potom ich 3
minUty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v Cerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju Cerstvé médium.

2 a7 3-krat tyzdenne

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouZivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpedenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spoloénosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného 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 okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

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

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky 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
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili Gc¢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 prepravuji na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s

dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injek¢né 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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