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U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 je génovo upravena ludska osteosarkomova bunka odvodena z buniek
U20S, v ktorej bol endogénny lokus RANBP2 (tiez znamy ako NUP358) modifikovany pomocou CRISPR/Cas9 tak,
aby kédoval SNAPf tag v ramci nativneho proteinu. Nup358/RanBP2 je velky nukleoporin lokalizovany v
cytoplazmatickych filamentoch komplexu jadrovych pérov (NPC) a hra kltG¢ovi dlohu v
nukleocytoplazmatickom transporte, SUMOylacii a mitotickych procesoch. Endogénne znackovanie
zabezpecuje, Ze SNAPf-Nup358 je exprimovany pod fyziologickou kontrolou promotora, ¢im sa zachovavaju

nativne hladiny expresie a minimalizuju sa artefakty spojené so systémami nadmernej expresie.

Znacka SNAPT je variantom znacky SNAP s rychlym znaéenim, ktory kovalentne viaze substraty konjugované s
benzylguaninom, ¢o umoziuje selektivne a stabilné fluorescenéné znacenie Nup358 v Zivych alebo fixovanych
bunkach. V bunkach U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 sa fuzny protein lokalizuje do jadrovej membrany v
bodkovitej distriblcii charakteristickej pre cytoplazmatické NPC filamenty. Tato konfiguracia podporuje
vysokorozliSitelné fluorescencné zobrazovanie, superrozlisiteln mikroskopiu, pulzno-chase znacenie a
sledovanie jednotlivych molekuil na $tidium architektiry a dynamiky NPC. Plocha morfolégia a velké jadra
buniek U20S dalej ulah¢uji kvantitativne zobrazovanie Struktdr jadrovej membrany.

Tento model umoziuje skiimanie Specifickych tGloh Nup358 v CRM1/exportin-dependentnom jadrovom exporte,
regulacii cyklu Ran GTPazy a priestorovej organizacii cytoplazmatickych transportnych platforiem. Vzhladom na
Ucast Nup358 v mitotickom zoskupovani vretien a funkcii kinetochéru je tato bunkova linia vhodna aj na
$tadium redistribucie nukleoporinov zavislej od bunkového cyklu a rozkladu/opdtovného zoskupovania NPC
pocas mitdzy. U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 poskytuje fyziologicky relevantni platformu na rozbor
Strukturalnych a funkénych aspektov cytoplazmatickej strany komplexu jadrovych pérov v ludskych bunkach.

Ludské

Kosti

Osteosarkém

Miesto primarneho nadoru (kost)

Bioldgia cytoplazmatickych vlakien komplexu jadrovych pérov; Nup358/RanBP2 pri jadrovom exporte
sprostredkovanom CRM1; cyklus GTPazy Ran; SUMO draha; zostavovanie mitotického vretena; sledovanie
jednotlivych Eastic; mikroskopia so superrozlisenim; znacenie metddou SNAP pulse-chase; architektira
cytoplazmatickej strany komplexu jadrovych pérov

15 rokov

Zeny
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Ethnicity Kaukazsky

Morphology Epitelu podobné

Cell type Epitelové bunky (osteosarkém)
Growth Adherent

properties

s, &

Regulacné udaje

Citation

Biosafety level
NCBI_TaxID
CellosaurusAccession
Depositor

GMO Status

U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 (kataldgové ¢islo Cytion 300663)

9606

Nepriradené (derivat U20S modifikovany pomocou CRISPR; rodi¢ovska bunka U20S CVCL_0042)

Ellenbergova laboratdria (EMBL)

GMO-S1: Tato ludska bunkova linia osteosarkému (U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2) obsahuje
flziu SNAPf-Nup358/RanBP2 vytvoren pomocou CRISPR, ktora umoZziuje presné znacenie
cytoplazmatickych vlakien jadrového péru. Modifikacia je stabilne integrovana. Tato klasifikacia plati
len v Nemecku a méZe sa liSit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Protein Nup358/RanBP2, zna¢ka SNAPf
expression
Spracovanie
Culture 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
Medium Cytion 820200a)
Supplements Dopliite médium o 10 % FBS, 3,0 g/l glukdzy, stabilny glutamin, 2,0 mM pyruvat sodny, 2,2 g/l NaHCO3, 1 % NEAA
Dissociation Accutase
Reagent
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Doubling time priblizne 24 a7 36 hodin

Subculturing 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
mindty odstredujte pri 300xg. Supernatant zlikvidujte, bunky znovu rozmiesajte v éerstvom médiu a preneste ich
do novych flias, ktoré uz obsahuju ¢erstvé médium.

Split ratio laz3

Seeding 1 aZ 3 x 10* buniek/cm?

density

Fluid renewal 2 a7 3-krat tyZdenne

Freeze Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové ¢islo 800100 spolocnosti

Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu sposobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

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.

o Eo . ,
37°C,5 /0C02’ zvlhéena atmosféra.

Ziadne

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.

Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju 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 injekéné liekovky do vhodného skladu.
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Storage

Conditions Na dlhodobé uchovévanie umiestnite injek¢né 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 vylucuje pomocou testov zaloZenych na PCR a met6d detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontroluju.
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