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U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2

300663

ALTALANOS INFORMACIOK

Leiras

Az U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 egy genomszerkesztett human osteosarcoma sejtvonal, amely U20S sejtekb6l szarmazik, és
amelyben az endogén RANBP2 (mas néven NUP358) lokusz CRISPR/Cas9 segitségével modositasra kerlt, hogy a nativ fehérjével in-
frame SNAPf tagot kédoljon. A Nup358/RanBP2 egy nagy nukleoporin, amely a nukleéris porus komplex (NPC) citoplazmatikus
filamentumaiban lokalizaldadik, és kritikus szerepet jatszik a nukleocitoplazmatikus transzportban, a SUMOQylacioban és a mitotikus
folyamatokban. Az endogén cimkézés biztositja, hogy a SNAPf-Nup358 fizioldgiai promoéter kontroll alatt expresszalddjon, fenntartva a nativ
expresszios szinteket és minimalizalva a tllzott expressziés rendszerekkel kapcsolatos artefaktokat.

A SNAPf tag a SNAP-tag gyors jel6l6 valtozata, amely kovalens kotéssel kapcsolddik a benzilguanin-konjugélt szubsztratokhoz, lehetévé
téve a Nup358 szelektiv és stabil fluoreszcens jelélését é16 vagy fixalt sejtekben. Az U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 sejtekben a
fazios fehérje a citoplazmatikus NPC filamentumokra jellemz6 pontszer(i eloszlasban lokalizalodik a sejtmag membranjan. Ez a konfiguracié
tamogatja a nagy felbontasu fluoreszcens képalkotast, a szuperfelbontast mikroszkoépiat, a pulzus-ildozéses jelolést és az egyedi molekulak
nyomon kovetését az NPC architektirajanak és dinamikajanak tanulmanyozasa érdekében. Az U20S sejtek lapos morfologiaja és nagy
magjai tovabb megkonnyitik a magmembran struktirainak kvantitativ képalkotasat.

Ez a modell lehet6vé teszi a Nup358-specifikus szerepek vizsgalatat a CRM1/exportin-fiiggé nuklearis exportban, a Ran GTPaz ciklus
szabélyozasaban és a citoplazmatikus transzportplatformok térbeli szervezédésében. Tekintettel a Nup358 részvételére a mitotikus
orsoszerkezet 6sszedllitasaban és a kinetokor funkcigjaban, a sejtvonal alkalmas a sejtciklus-fliggé nukleoporinek Ujraeloszlasanak és az
NPC szétszerelésének/Ujradsszeszerelésének vizsgalatara is a mitdzis soran. Az U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 fizioldgiailag
relevans platformot biztosit az emberi sejtekben talalhaté nukleéris pérus komplex citoplazmatikus felliletének szerkezeti és funkcionalis
aspektusainak elemzéséhez.

Szévet Csont
Betegség Osteosarcoma
Attétes hely Az els6dleges daganat helye (csont)

Alkalmazasok

A nukleéris péruskomplex citoplazmatikus szalainak biologiaja; a Nup358/RanBP2 szerepe a CRML1 altal kdzvetitett nuklearis exportban; a
Ran GTPaz ciklus; a SUMO-uUtvonal; a mitotikus orso felépulése; egyrészecske-kovetés; szuperfelbontasu mikroszképia; SNAP-pulzus-
Uldozéses jeldlés; az NPC citoplazmatikus feluletének felépitése

OSZTALYOZAS
Organizmus Ember
Szex NG
Novekedési tulajdonsagok Hlséges
GMO-statusz GMO-S1

A GMO-statuszra vonatkozo részletek

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.

Biologiai biztonsagi szint 1
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JELLEMZOK

Morfolégia Epithelszerd
Sejttipus Hamsejtek (osteosarcoma)
Kett6zési id6 kb. 24-36 6ra
AZONOSITOK
Hivatkozas

U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 (Cytion katalégusszam 300663)

NCBI adéazonosité szam 9606
Cellosaurus Not assigned (CRISPR-modified U20S derivative; parental U20S CVCL 0042)
Betétes Az Ellenberg Labor (EMBL)

KIFEJEZODES ES FOGEKONYSAG

Fehérjeexpresszié
Nup358/RanBP2, SNAPf-tag

KEZELES ES TENYESZTES

Taptalaj
McCoys 5a, w: 3,0 g/L gliikdz, w: stabil glutamin, w: 2,0 mM natrium-piruvat, w: 2,2 g/L NaHCO3 (Cytion cikkszam: 820200a)

Inkubaciés kdérnyezet 37°C, 5%C02, parasitott 1égkdr.

Kiegészit6k
A taptalajt egészitstk ki 10% FBS-szel, 3,0 g/L gliikézzal, stabil glutaminnal, 2,0 mM natrium-piruvattal, 2,2 g/L NaHCO3-mal, 1% NEAA-val

Diszociaciés reagens Accutase

Atiiltetés

Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrdl, és mossa ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-
t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjuk be a sejteket teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75
lombikok esetében 2,5 ml-t hasznalva. A sejteket 8-10 percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levéljanak. Az inkubalas utan
Ovatosan keverjuk 0ssze a sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
fellllszot, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at 6ket Uj lombikokba, amelyek mar friss tapfolyadékot
tartalmaznak.

Osztasi arany 1-3

Ultetési siirliség 1-3 x 104 sejt/cm?

Folyadékcsere hetente 2-3 alkalommal
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https://www.cellosaurus.org/Not%20assigned%20%28CRISPR-modified%20U2OS%20derivative%3B%20parental%20U2OS%20CVCL_0042%29

Felolvasztas és tenyésztés

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.

MINOSEGELLENORZES ES KRIOKONZERVALAS

Meddéség

A mikoplazma-szennyez6dést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapu mikoplazma-kimutatasi médszerekkel kizarjak.
A bakteridlis, gombas vagy éleszt6gombés szennyezddés elkerulése érdekében a sejtkultdrékat napi vizualis ellenérzésnek vetik ala.

Fagyaszt6kozeg Krioprezervalé taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t
hasznalunk a megfelel6 kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion
katalégusszam: 800100), amely optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus
stabilizatorokat tartalmaz a regeneralédas fokozasa és a krio-indukalt stressz csokkentése
érdekében.

Tarolasi feltételek

HosszU tava tartdsitas céljabol helyezze az livegeket g6zfazisu folyékony nitrogénbe, korilbelll -150 és -196 °C kozotti hémérsékleten. A -80
°C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti Iépésként fogadhatd el a folyékony nitrogénbe valo atvitel el6tt.

Szallitasi feltételek

A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegend6 h(itékozeggel, hogy a szallitas soran a
hémérsékletet koriilbeliil -78 °C-on tartsak. Atvételkor azonnal vizsgéalja meg a taroloedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcios
Uivegeket a megfelel taroldhelyre.

ADOMANYOZO
Az adomanyoz6 életkora 15 év
Etnikai hovatartozas Kaukazusi

JOGI ES BIZTONSAGI INFORMACIOK

Biztonsagi 6vintézkedések

Ha egy kriovialitast folyékony nitrogénben tervezink tarolni a késébbi kiolvasztas céljabdl, akkor kotelezé betartani a szigoru biztonsagi
intézkedéseket. A megfelelé védbkeszty(i és védéruhazat elengedhetetlen, és a fagyasztott mintak folyékony nitrogéntartalyba vagy a
folyékony nitrogéntartalybdl torténé atvitele soran arcmaszk vagy védészemiiveg hasznalata sziikséges. Ez azért van, hogy csokkentsék a
kriovialis anyagok eltavolitasakor bekdvetkez6 esetleges robbanashdl ered6 sérilésveszélyt, amely éles szilankok kilovellését
eredményezheti.

Garancia

A Cytionnal kiéllunk termékeink minésége és életképessége mellett.

Garantaljuk, hogy sejtjeink a tenyésztés megkezdésekor életképesek lesznek, a létesitményiinkbdl torténd kiszallitds utan 60 napig.
Biztositjuk, hogy minden anyag megfelel az analitikai tanUsitvanyban és/vagy a terméklapon leirt specifikacioknak

Ateljes részleteket lasd <a href=""/Who-we-are/Warranty/"" hreflang="""x-default"">Garancia nyilatkozatunkban
Harmadik felekkel kotott Yes
megallapodasok érvényesek
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