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Vseobecné informacie

Description
U-2 OS-CRISPR-NUP96-SNAP je geneticky modifikovana linia osteosarkdmovych buniek odvodena od materskej

[udskej bunkovej linie U-2 OS. Tato bunkova linia bola upravena pomocou editacie genému sprostredkovanej
CRISPR/Cas9 tak, aby obsahovala znacku SNAP na géne NUP96, ¢o umozriuje vizualizaciu a $tadium dynamiky
komplexu jadrovych pérov. Komplexy jadrovych pérov (NPC) st klicové pre regulaciu nukleocytoplazmatického
transportu a NUP96 je vyznamnou zlozkou NPC, ktora zohrava klGc¢ovd Glohu v jeho Strukturalnej integrite a
funkcii.

V klone U-2 OS-CRISPR-NUP96-SNAP ¢. 33 umozriuje integracia znacky SNAP do lokusu NUP96 3pecifické a
kovalentné pripojenie fluorescenénych substratov alebo inych chemickych sond, ktoré mozno pouzit na
zobrazovanie zZivych buniek a iné biochemické testy. Tato vlastnost z neho robi neocenitelny nastroj na
skimanie molekularnej dynamiky nukleocytoplazmatického transportu, pochopenie patoldgii stvisiacich s NPC
a skrining terapeutickych zlicenin, ktoré ovplyvriuji funkciu NPC. Bunkova linia si tieZ zachovava vlastnosti
rodicovskej linie U-2 OS, medzi ktoré patri vysoka Uroven genetickej stability a jednoduchost kultivacie, vdaka
¢omu je vhodna na vysoko vykonny skrining a rozsirené Stidie v bunkovej bioldgii.

Vdaka Specifickosti modifikacie na géne NUP96 poskytuje klon €. 33 U-2 OS-CRISPR-NUP96-SNAP jedinecny
model na podrobné stidium zloZiek NPC v kontexte bunkovej funkcie a dysfunkcie. Vyskumnici mézu vyuZzit
systém SNAP-tag na selektivne a rychle znacenie NUP96, ¢o ulahcuje vizualizaciu dynamiky NPC v realnom Case
za fyziologickych a patologickych podmienok. Tento Specificky klon mdze slizit ako robustna platforma pre
zakladny vyskum aj aplikované biomedicinske $tadie, ¢im vyznamne prispeje k rozvoju oblasti bunkovej
biolégie, genetiky a onkoldgie.

Organism Ludské
Tissue Kosti

Disease Osteosarkom
Charakteristika

Age 15 rokov
Gender Zeny
Ethnicity Kaukazsky

Growth Adherent
properties

o’ &

Regulacné udaje
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

Depositor

GMO Status

U-2 OS-CRISPR-NUP96-SNAP (katalogové Cislo Cytion 300444)

9606

CVCL_BTFL

Ellenbergova laboratéria (EMBL)

GMO-S1: Tato ludska osteosarkdmova bunkova linia (U20S-CRISPR-NUP96-SNAP, klon 33) obsahuje
fziu NUP96-SNAP vytvorent pomocou CRISPR, ktora ulahcuje chemické znacenie jadrovych pérov
pomocou znacky SNAP. Modifikécia je stabilne integrovana. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a méze
sa liSit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje

Protein NUP96-SNAP (protein jadrového porového komplexu 96, znacka SNAP)
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
Subculturing Odstrarite staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a hor¢ik. Pre banky

T25 poufzite 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.

Seeding 1x 10% buniek/cm?
density
Fluid renewal 2 a7 3-krat tyzdenne
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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.

Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazend, pretoZe bunky sa prepravuji 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 zabezpecili
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, pricom ju jemne mieSajte 40 - 60
sekind, 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 flasti¢ku a preneste bunkovi suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujtcej 8 ml kultivaéného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

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

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivaéného 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 G¢innu interakciu a rast buniek.

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

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%y zvlhcena atmosféra.

Flask Coating Ziadne

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 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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