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U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2

300663

YLEISTA TIETOA

Kuvaus

U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 on genomin muokattu ihmisen osteosarkoomasolulinja, joka on peréaisin U20S-soluista, joissa
endogeeninen RANBP2-lokus (tunnetaan myds nimella NUP358) on muokattu CRISPR/Cas9:11a koodaamaan SNAPf-tunnisteen
natiiviproteiinin kanssa samassa kehyksessa. Nup358/RanBP2 on suuri nukleoporiini, joka sijaitsee ydinkompleksin (NPC) sytoplasmisten
filamenttien alueella ja jolla on téarkea rooli ydin-sytoplasman kuljetuksessa, SUMOylaatiossa ja mitoottisissa prosesseissa. Endogeeninen
merkintd varmistaa, ettd SNAPf-Nup358 ilmaistaan fysiologisen promoottorin ohjauksessa, jolloin alkuperdiset ilmentymistasot sailyvat ja yli-
iimentymisjarjestelmien aiheuttamat artefaktit minimoituvat.

SNAPf-tag on SNAP-tagin nopeasti leimautuva variantti, joka sitoutuu kovalenttisesti bentsyyliguaninikonjugoitujen substraattien kanssa,
mik& mahdollistaa Nup358:n selektiivisen ja stabiilin fluoresoivan leimautumisen elévissa tai kiinnitetyissa soluissa. U20S-CRISPR-SNAPf-
Nup358/RanBP2-soluissa fuusioproteiini lokalisoituu tumakoteloon sytoplasmisten NPC-filamenttien tyypilliseen pistemaiseen jakautumiseen.
Tama konfiguraatio tukee korkean resoluution fluoresenssikuvantamista, superresoluutiomikroskopiaa, pulssinjahtimerkintaa ja yksittaisten
molekyylien seurantaa NPC:n arkkitehtuurin ja dynamiikan tutkimiseksi. U20S-solujen tasainen morfologia ja suuret tumat helpottavat
edelleen tumakalvon rakenteiden kvantitatiivista kuvantamista.

Tama malli mahdollistaa Nup358:n spesifisten roolien tutkimisen CRM1/eksportiiniriippuvaisessa ydintuonnissa, Ran GTPase -syklin
saatelyssa ja sytoplasmisten kuljetusalustojen spatiaalisessa organisoinnissa. Koska Nup358 osallistuu mitoosikierukan kokoonpanoon ja
kinetokoorin toimintaan, solulinja sopii myds solusyklista riippuvan nukleoporiinien uudelleenjakautumisen ja NPC:n
purkamisen/uudelleenrakentamisen tutkimiseen mitoosissa. U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP?2 tarjoaa fysiologisesti merkityksellisen
alustan ihmisen solujen ydinporikompleksin sytoplasmisen pinnan rakenteellisten ja toiminnallisten nakokohtien tutkimiseen.

Kudos Luu

Sairaus Osteosarkooma

Metastaasikohde Ensisijainen kasvaimen sijainti (luu)
Sovellukset

Ydinporokompleksin sytoplasmisten filamenttien biologia; Nup358/RanBP2 CRM1-vélitteisessé ydinpoistossa; Ran-GTPaasi-sykli; SUMO-
reitti; mitootisen spindelin muodostuminen; yksittéisen partikkelin seuranta; superresoluutiomikroskopia; SNAP-pulse-chase-leimaus; NPC:n
sytoplasmisen pinnan rakenne

LUOKITTELU
Organismi lhminen
Sukupuoli Nainen
Kasvuominaisuudet Kiinnittynyt
GMO-status GMO-S1

GMO-statuksen tiedot

GMO-S1: This human osteosarcoma cell line (U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2) contains a CRISPR-engineered SNAPf-
Nup358/RanBP2 fusion enabling precise labeling of nuclear pore cytoplasmic fibrils. The modification is stably integrated. This classification
applies only within Germany and may differ elsewhere.

Bioturvallisuustaso 1

OMINAISUUDET

Morfologia Epiteelin kaltainen
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Solutyyppi Epiteelisolut (osteosarkooma)

Kaksinkertaistumisaika noin 24-36 tuntia

TUNNISTEET

Lahdeviite
U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 (Cytionin luettelonumero 300663)

NCBI-verotunnus 9606
Cellosaurus Not assigned (CRISPR-modified U20S derivative; parental U20S CVCL 0042)
Tallettaja Ellenbergin laboratorio (EMBL)

ILMENTYMINEN JA ALTTIUS

Proteiinin ilmentyminen
Nup358/RanBP2, SNAPf-tagi

KASITTELY JA VILJELY

Viljelyalusta
McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukoosia, w: vakaa glutamiini, w: 2,0 mM natriumpyruvaattia, w: 2,2 g/l NaHCO3 (Cytionin artikkelinumero 820200a)

Inkubaatioilma 37 °C, 5 %CO2, kostutettu ilmakeha.

Ravintolisat

Taydennetaan elatusainetta 10 % FBS:II&, 3,0 g/l glukoosilla, stabiililla glutamiinilla, 2,0 mM natriumpyruvaatilla, 2,2 g/l NaHCO3:lla, 1 %
NEAA:lla

Dissosiaatioreagenssi Accutase

Soluviljely

Poista vanha véliaine tarttuneista soluista ja pese ne PBS:ll&, josta puuttuu kalsiumia ja magnesiumia. Kayta T25-pulloissa 3-5 ml PBS:a4 ja
T75-pulloissa 5-10 ml. Peita sitten solut kokonaan Accutase-valmisteella, kayttden 1-2 ml T25-pulloissa ja 2,5 ml T75-pulloissa. Anna solujen
inkuboitua huoneenlammdssa 8-10 minuuttia solujen irtoamiseksi. Inkuboinnin jalkeen solut sekoitetaan varovasti 10 ml:n valiaineella niiden
resuspendoimiseksi ja sentrifugoidaan sitten 300xg:n nopeudella 3 minuutin ajan. Havita supernatantti, suspendoi solut uudelleen tuoreeseen
véliaineeseen ja siirré ne uusiin pulloihin, jotka siséltéavat jo tuoretta valiaineita.

Jakosuhde 1-3
Kylvotiheys 1-3 x 104 solua/cm?
Nesteen uusiminen 2-3 kertaa viikossa

Sulatus ja viljely

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.
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https://www.cellosaurus.org/Not%20assigned%20%28CRISPR-modified%20U2OS%20derivative%3B%20parental%20U2OS%20CVCL_0042%29

LAADUNVALVONTA JA KRYOSAILYTYS

Hedelmattomyys

Mykoplasmakontaminaatio suljetaan pois sekda PCR-pohjaisilla maarityksilla ettd luminesenssiin perustuvilla mykoplasman
osoitusmenetelmilla.

Bakteeri-, sieni- tai hiivakontaminaation valttamiseksi soluviljelmét tarkastetaan paivittéin silmamaaraisesti.

Jaadytysaine Kryosailytysmediana kaytamme taydellista kasvualustaa (mukaan lukien FBS) + 10 %
DMSO:ta riittdvan sulatuksen jalkeisen elinkelpoisuuden varmistamiseksi tai CM-1:t&
(Cytionin luettelonumero 800100), joka sisaltaé optimoituja osmoprotectantteja ja
metabolisia stabilisaattoreita, jotka parantavat elpymisté ja vahentavat kryosailytyksen
aiheuttamaa stressia.

Sailytysolosuhteet

Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan hdyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa

on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Toimitusehdot

Kryosailytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajadssa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittdvasti kylmaainetta, jotta lampétila pysyy

noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti sen vastaanottamisen jéalkeen ja injektiopullot on siirrettava

viipymatta asianmukaiseen varastoon.

LAHJOITTAJA

Luovuttajan ika 15 vuotta

Etnisyys Kaukasialainen

OIKEUDELLISET JA TURVALLISUUSASIAT

Turvallisuusohjeet

Kun suunnitellaan kryoputken sailyttdmista nesteméisessa typessa sulatusta varten, on noudatettava tiukkoja turvatoimenpiteita.
Asianmukaiset suojakasineet ja -vaatteet ovat valttdmattdomia, ja kasvonaamarin tai suojalasien kayttd on valttamatonta siirrettdessa
jaadytettyja naytteité nestetyppisailioon tai siita pois. Talla pyritdan pienentaméan loukkaantumisriski, joka aiheutuu kryoputkien
mahdollisista rajahdyksistd, jotka voivat aiheuttaa teravien sirpaleiden sinkoutumisen.

Takuu

Me Cytionilla seisomme tuotteidemme laadun ja elinkelpoisuuden takana.

Takaamme, ettéd solumme ovat elinkelpoisia viljelyn alkaessa 60 paivan ajan sen jalkeen, kun ne on lahetetty laitoksestamme.
Vakuutamme, etta kaikki materiaalit ovat analyysitodistuksessa ja/tai tuoteselosteessa kuvattujen eritelmien mukaisia
Lisatietoja on <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang="""x-default"'>Takuulausumassa

Sovelletaan kolmansien osapuolten Yes
kanssa tehtyja sopimuksia

Cytion GmbH Registered office Heidelberg Banking information

Nikola-Tesla-Str. 3 VAT ID: DE283292917 Sparkasse Heidelberg

69124 Heidelberg Local court Mannheim - HRB 714394 IBAN: DE35 6725 0020 0009 2076 86
Tel: +49 (0)6221 405780 CEO / Geschaftsfiihrer: Jonathan Steubing BIC: SOLADES1HDB
info@cytion.com

cytion.com

3/3



