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GENERAL INFORMATION

Description
U-2 OS-CRISPR-NUP96-mMaple �ป็นสายพันธุ์�ซลล์มะ�ร็งกระดูกชนิด osteosarcoma ที่ถูกดัดแปลง
พันธุกรรมจากสายพันธุ์�ซลล์มนุษย์ U-2 OS ซึ่งมีลักษณะการ�จริญ�ติบโตที่แข็งแรงและใช้
ประโยชน์ในงานวิจัยทางชีววิทยาต่าง ๆ ได้�ป็นอย่างดี สายพันธุ์นี้ได้รับการดัดแปลงโดยใช้
�ทคโนโลยีการแก้ไขยีน CRISPR/Cas9 �พื่อนำ mMaple ซึ่ง�ป็นโปรตีน�รืองแสงที่สามารถ�ปลี่ยนสี
ได้ด้วยแสง �ข้าสู่ยีน NUP96โปรตีน mMaple ช่วยให้สามารถใช้วิธีการถ่ายภาพขั้นสูง �ช่น การ
ถ่ายภาพ�ซลล์แบบ�รียลไทม์และการใช้กล้องจุลทรรศน์ความละ�อียดสูงพิ�ศษ ซึ่งให้ข้อมูล�ชิง
ลึกแบบไดนามิก�กี่ยวกับพฤติกรรมของคอม�พล็กซ์รูพรุนนิว�คลียส (NPC) และกลไกการนำ�ข้า-ส่ง
ออกของ�ซลล์ผ่าน�ยื่อหุ้มนิว�คลียส
ยีน NUP96 ซึ่ง�ข้ารหัสองค์ประกอบสำคัญของ NPC มีความสำคัญต่อการขนส่งนิว�คลียสและไซโต
พลาสซึม การ�ปลี่ยนแปลงของ NUP96 สามารถส่งผลกระทบไม่�พียงแต่กลไกการขนส่ง�ท่านั้น แต่ยัง
รวมถึงโครงสร้างและหน้าที่ของนิว�คลียสโดยรวมด้วย ดังนั้น สาย�ซลล์นี้จึง�ป็นแบบจำลอง
ที่ยอด�ยี่ยมสำหรับการศึกษาพยาธิสภาพที่�กี่ยวข้องกับ NPC และบทบาทของการขนส่งนิว�คลียส
ใน�มแทบอลิซึมและการส่งสัญญาณของ�ซลล์การผสานรวม mMaple �ข้ากับ NUP96 ช่วยให้สามารถติดตาม
และแสดงภาพพลวัตของ NUP96 แบบ�รียลไทม์ในสิ่งมีชีวิตได้ ซึ่งทำให้�ป็น�ครื่องมือที่ขาด
ไม่ได้สำหรับนักวิจัยที่มุ่ง�น้นการศึกษา�กี่ยวกับนิว�คลียสของ�ซลล์และผู้ที่กำลัง
สำรวจผลกระทบของการทำงานผิดปกติของ NPC ในโรคต่างๆ �ช่น มะ�ร็งและการติด�ชื้อไวรัส
ในฐานะ�ครื่องมือ�ฉพาะทาง U-2 OS-CRISPR-NUP96-mMaple clone no.16 รองรับการถ่ายภาพความละ�อียดสูง
และให้ข้อมูลที่สำคัญ�กี่ยวกับการกระจายตัว�ชิงพื้นที่และ�ชิง�วลาขององค์ประกอบของ NPC
มีคุณค่าอย่างยิ่งสำหรับการทดลองที่ต้องการการวิ�คราะห์รายละ�อียดของการแสดงออกของยีน
การกำหนดตำแหน่งของโปรตีน และการขนส่งในนิว�คลียสภายใต้สภาวะทางสรีรวิทยาและพยาธิ
วิทยา ช่วยให้�ข้าใจกระบวนการของ�ซลล์ในระดับโม�ลกุลได้ลึกซึ้งยิ่งขึ้น

Tissue กระดูก

Disease มะ�ร็งกระดูกชนิดออสทีโอซาร์โคมา

CLASSIFICATION

Organism Human

Sex Female

Growth properties Adherent

GMO status GMO-S1

GMO status details
GMO-S1: This human osteosarcoma cell line (U2OS-CRISPR-NUP96-mMaple, clone 16) contains a CRISPR-mediated NUP96-mMaple
fusion enabling photoconvertible labeling of nuclear pore structures. The construct is stably present. This classification applies only within
Germany and may differ elsewhere.

Biosafety level 1
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NCBI TaxID 9606

Cellosaurus CVCL_B7FK

Depositor ห้องปฏิบัติการ�อล�ลน�บิร์ก (EMBL)

EXPRESSION AND SUSCEPTIBILITY

Protein expression
NUP96-mMaple (โปรตีนคอม�พล็กซ์รูพรุนนิว�คลียร์ภายใน�ซลล์ 96, mMaple แท็ก)

HANDLING AND CULTURE

Culture medium
McCoys 5a, w: 3.0 กรัม/ลิตร กลูโคส, w: �สถียร กลูตามีน, w: 2.0 มิลลิโมลาร์ โซ�ดียมไพรู�วต, w: 2.2 กรัม/
ลิตร NaHCO3 (หมาย�ลขบทความ Cytion 820200a)

Incubation atmosphere 37°C, 5%CO2, บรรยากาศชื้น

Supplements
�ติมอาหาร�ลี้ยง�ชื้อด้วย FBS 10%, NEAA 1%

Dissociation reagent แอคคู�ทส

Subculturing
นำอาหาร�ลี้ยง�ซลล์�ก่าออกจาก�ซลล์ที่�กาะติดและล้างด้วย PBS ที่ไม่มีแคล�ซียมและ
แมกนี�ซียม สำหรับขวด T25 ให้ใช้ PBS 3-5 มล. และสำหรับขวด T75 ให้ใช้ 5-10 มล. จากนั้นปิด�ซลล์
ให้มิดด้วย Accutase โดยใช้ 1-2 มล. สำหรับขวด T25 และ 2.5 มล. สำหรับขวด T75ปล่อยให้�ซลล์บ่มที่
อุณหภูมิห้อง�ป็น�วลา 8-10 นาที�พื่อให้�ซลล์หลุดออกจากกัน หลังจากบ่มแล้ว ให้ผสม�ซลล์�บา ๆ
กับอาหาร�ลี้ยง�ซลล์ 10 มิลลิลิตร�พื่อทำให้�ซลล์แขวนลอยอีกครั้ง จากนั้นปั่น�หวี่ยงที่
300 �ท่าของแรงโน้มถ่วงโลก (300xg) �ป็น�วลา 3 นาที �ทส่วนใสที่ได้ทิ้งไป แล้วแขวนลอย�ซลล์ใน
อาหาร�ลี้ยง�ซลล์ใหม่ จากนั้นถ่าย�ซลล์ไปยังขวด�พาะ�ลี้ยงใหม่ที่�ติมอาหาร�ลี้ยง�ซลล์
ใหม่ไว้แล้ว

Seeding density 1 x 10^4 �ซลล์/ซม.^²

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

Thawing and culturing
Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.
For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.
Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.
Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.
Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.
Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.
Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.

QUALITY CONTROL AND CRYOPRESERVATION

Sterility
การปน�ปื้อนของไมโคพลาสมาถูกตัดออกโดยใช้ทั้งการทดสอบแบบ PCR และการตรวจหาไมโคพลาสมาโดย
ใช้วิธีการ�รืองแสง
�พื่อให้แน่ใจว่าไม่มีการปน�ปื้อนของแบคที�รีย �ชื้อรา หรือยีสต์ การ�พาะ�ลี้ยง�ซลล์จะ
ถูกตรวจสอบด้วยสายตาทุกวัน
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Freeze medium ในฐานะที่�ป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง �ราใช้สารอาหาร
สำหรับการ�จริญ�ติบโตแบบครบถ้วน (รวมถึง FBS) + 10% DMSO
�พื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่�พียงพอ หรือ CM-1 (หมาย�ลข
แคตตาล็อก Cytion 800100) ซึ่งรวมถึงสารป้องกันออสโมติกและสาร
รักษา�สถียรภาพ�มตาบอลิซึมที่ได้รับการปรับให้�หมาะสม
�พื่อ�พิ่มการฟื้นตัวและลดความ�ครียดที่�กิดจากการแช่
แข็ง

Storage conditions
สำหรับการ�ก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตร�จน�หลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ
−150 ถึง −196 °C การ�ก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้�ฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยัง
ไนโตร�จน�หลว�ท่านั้น

Shipping conditions

�ซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตร�จน�หลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมี
การ�ก็บรักษาความ�ย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความ�ย็นที่�พียงพอ�พื่อรักษาอุณหภูมิ
ประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง �มื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไป
ยังที่�ก็บที่�หมาะสมโดยไม่ล่าช้า

DONOR

Donor age 15 ปี

Ethnicity คอ�ค�ชียน

LEGAL AND SAFETY

Safety precautions
�มื่อวางแผนที่จะ�ก็บขวดแช่แข็งในไนโตร�จน�หลว�พื่อการละลายในอนาคต จำ�ป็นต้องปฏิบัติ
ตามมาตรการความปลอดภัยอย่าง�คร่งครัด การสวมถุงมือป้องกันและ�สื้อผ้าที่�หมาะสม�ป็นสิ่ง
จำ�ป็น และต้องใช้หน้ากากหรือแว่นตานิรภัยในระหว่างการถ่ายโอนตัวอย่างแช่แข็งไปยังหรือ
จากถังไนโตร�จน�หลว ทั้งนี้�พื่อลดความ�สี่ยงจากการบาด�จ็บที่อาจ�กิดจากการระ�บิดของขวด
แช่แข็ง�มื่อนำออก ซึ่งอาจทำให้�ศษแหลมคมกระ�ด็นออกมาได้

Warranty
ที่Cytion �รามุ่งมั่นในคุณภาพและความมีชีวิตของผลิตภัณฑ์ของ�รา
�รารับประกันว่า�ซลล์ของ�ราจะยังมีชีวิตอยู่�มื่อ�ริ่มการ�พาะ�ลี้ยง�ป็น�วลา
60 วันหลังจากจัดส่งจากโรงงานของ�รา
�รารับรองว่าวัสดุทั้งหมด�ป็นไปตามข้อกำหนดที่ระบุไว้ใน
ใบรับรองการวิ�คราะห์ และ/หรือแผ่นข้อมูลผลิตภัณฑ์
สำหรับรายละ�อียด�พิ่ม�ติม กรุณาดูที่
<a href=""/Who-we-are/Warranty/"" hreflang=""x-default"">นโยบายการรับประกัน.

Third-party agreements apply Yes
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