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U-2 OS-CRISPR-NUP96-mEGFP je geneticky modifikovana bunkova linia odvodena od materskej linie ludského
osteosarkomu U-2 OS. Tato bunkova linia obsahuje cielent inzerciu monomérneho zosilneného zeleného
fluorescenéného proteinu (MEGFP) do lokusu génu NUP96, ktora sa dosiahla pomocou technoldgie Upravy
génov CRISPR-Cas9. NUP96, sucast komplexu jadrovych pérov, je nevyhnutny pre jadrovy transport a jeho flzia
s mEGFP umozriuje vizualizaciu dynamiky jadrovych pérov v redlnom ¢ase pod fluorescenénym mikroskopom,
¢o poskytuje cenné poznatky o mechanizmoch jadrového transportu a nukleocytoplazmatickej dopravy.

Tento Specificky klon s ¢islom 195 bol vybrany pre svoju stabilnd expresiu fizneho proteinu NUP96-mEGFP a
zachovava si typické vlastnosti linie U-2 OS vratane robustnej cytoskeletalnej Struktury, ktora je rozhodujdca pri
Stadiach tykajucich sa migracie a metastazovania rakovinovych buniek. Pouzitie technolégie CRISPR
zabezpecuje presnl Upravu génov, ¢im sa minimalizuju necielové ucinky, ktoré by mohli ohrozit integritu
experimentalnych vysledkov. Vdaka tomu je klon U-2 OS-CRISPR-NUP96-mEGFP ¢. 195 obzvlast uZito¢ny na
zobrazovacie techniky s vysokym rozliSenim a podrobné stidie bunkovej architektury, o napomaha
pokrocilému vyskumu v oblasti bunkovej bioldgie, vyskumu rakoviny a javov jadrového transportu.

Ludské

Kosti

Osteosarkém

15 rokov

Zeny

Kaukazsky

Epitelu podobné

Adherent

Regulacné udaje

Citation

Biosafety level

U-2 OS-CRISPR-NUP96-mEGFP klon ¢. 195 (&islo katalogu Cytion 300174)
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NCBI_TaxID

9606

CellosaurusAccession CVCL_B7FJ

Depositor

GMO Status

Ellenbergova laboratéria (EMBL)

GMO-S1: Tato ludska bunkova linia osteosarkému (U20S-CRISPR-NUP96-mEGFP, klon 195) obsahuje
fuziu NUP96-mEGFP vytvorend pomocou CRISPR, ktora bola zavedena prostrednictvom lentivirusového
prenosu a umozniuje fluorescencné sledovanie komplexov jadrovych pérov. Modifikacia je stabilne
integrovana. Tato klasifikacia plati len v Nemecku a mdZe sa liSit v inych krajinach.

Biomolekularne udaje
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Spracovanie
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Fluid renewal

Freeze
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MEGFP (protein jadrového pérového komplexu 96, oznaceny mEGFP)

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)

Doplrite médium o 10% FBS, 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 inkubdacii 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.

2a73x10% buniek/cm2

2 az 3-krat tyzdenne

Ako kryokonzervaéné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na
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 spdsobeného 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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