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U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2

300663

VSEOBECNE INFORMACIE

Popis

U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 je génovo upravena ludska osteosarkémova bunkova linia odvodena z buniek U20S, v ktorej bol
endogénny lokus RANBP2 (tiez znamy ako NUP358) modifikovany pomocou CRISPR/Cas9 tak, aby kédoval SNAPf tag v ramci nativneho
proteinu. Nup358/RanBP2 je velky nukleoporin lokalizovany v cytoplazmatickych filamentoch komplexu jadrovych pérov (NPC) a hra kltcova
Ulohu v nukleocytoplazmatickom transporte, SUMOylacii a mitotickych procesoch. Endogénne znackovanie zabezpecuje, Zze SNAPf-Nup358
je exprimovany pod fyziologickou kontrolou promotora, ¢im sa zachovavaju nativne hladiny expresie a minimalizuju sa artefakty spojené so
systémami nadmernej expresie.

Znacka SNAPT je variantom znacky SNAP s rychlym znacenim, ktory kovalentne viaZe substraty konjugované s benzylguaninom, ¢o
umoznuje selektivne a stabilné fluorescencné znacenie Nup358 v zivych alebo fixovanych bunkach. V bunkach U20S-CRISPR-SNAPf-
Nup358/RanBP2 sa flzny protein lokalizuje do jadrovej membrany v bodkovitej distriblcii charakteristickej pre cytoplazmatické NPC
filamenty. Tato konfiguracia podporuje vysokorozliSitelné fluorescencné zobrazovanie, superrozliSiteln mikroskopiu, pulzno-chase znacenie
a sledovanie jednotlivych molekdl na Stadium architektdry a dynamiky NPC. Plocha morfolégia a velké jadra buniek U20S dalej ulahcuju
kvantitativne zobrazovanie Struktar jadrovej membrany.

Tento model umozfuje skimanie Specifickych tloh Nup358 v CRM1/exportin-dependentnom jadrovom exporte, regulacii cyklu Ran GTPazy
a priestorovej organizécii cytoplazmatickych transportnych platforiem. Vzhladom na G€ast Nup358 v mitotickom zoskupovani vretien a funkcii
kinetochéru je tato bunkova linia vhodna aj na Studium redistribtcie nukleoporinov zavislej od bunkového cyklu a rozkladu/opétovného
zoskupovania NPC pocas mit6zy. U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 poskytuje fyziologicky relevantna platformu na rozbor
Strukturalnych a funkénych aspektov cytoplazmatickej strany komplexu jadrovych pérov v fudskych bunkéach.

Tkanivo Kosti

Choroba Osteosarkom

Miesto metastaz Miesto primarneho nadoru (kost)
Aplikacie

Bioldgia cytoplazmatickych viakien komplexu jadrovych pérov; Nup358/RanBP2 pri jadrovom exporte sprostredkovanom CRM1,; cyklus
GTPazy Ran; SUMO draha; zostavovanie mitotického vretena; sledovanie jednotlivych €astic; mikroskopia so superrozliSenim; znacenie
metddou SNAP pulse-chase; architektira cytoplazmatickej strany komplexu jadrovych pérov

KLASIFIKACIA

Organizmus Clovek
Sex Zena
Rastové vlastnosti Privrzenec
Stav GMO GMO-S1

Podrobnosti o Stattiite GMO

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.
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CHARAKTERISTIKY

Morfolégia Epitelu podobné
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Typ bunky Epitelové bunky (osteosarkém)

Doba zdvojnasobenia priblizne 24 az 36 hodin

IDENTIFIKATORY
Citacia
U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 (katal6gové ¢islo Cytion 300663)

Danové identifikacné ¢islo NCBI 9606
Cellosaurus Not assigned (CRISPR-modified U20S derivative; parental U20S CVCL 0042)
Vkladatel Ellenbergova laboratéria (EMBL)

PREJAV A NACHYLNOST

Expresia proteinov
Nup358/RanBP2, znacka SNAPf

MANIPULACIA A KULTIVACIA

Kultivaéné médium

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)
Inkubaéna atmosféra 37 °C, 5 %CO02, zviIhcena atmosféra.

Doplnky stravy
Doplrite médium o 10 % FBS, 3,0 g/l glukézy, stabilny glutamin, 2,0 mM pyruvat sodny, 2,2 g/l NaHCO3, 1 % NEAA

Disociac¢né ¢inidlo Accutase

RozmnoZovanie kultir

Odstrante staré médium z adherovanych buniek a premyte ich PBS, ktory neobsahuje vapnik a horcik. Pre banky T25 pouzite 3 - 5 ml PBS a
pre banky T75 pouzite 5 - 10 ml. Potom bunky Uplne pokryte Accutase, pricom pouzite 1 - 2 ml pre banky T25 a 2,5 ml pre banky T75.
Nechajte bunky inkubovat pri izbovej teplote 8-10 minut, aby sa oddelili. Po inkubé&cii 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.

Pomer rozdelenia laz3
Hustota vysevu 1 az 3 x 104 buniek/cm?
Obnova kvapaliny 2 az 3-krat tyzdenne

Rozmrazovanie a kultivacia

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

KONTROLA KVALITY A KRYOKONZERVACIA

Sterilita

Kontaminacia mykoplazmami sa vylu€uje pomocou testov zalozenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem zalozenych na luminiscencii.
Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa denne vizualne kontroluju.

Mrazové médium Ako kryokonzervacné médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 %
DMSO na zabezpecenie primeranej zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové
Cislo 800100 spoloc¢nosti Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a
metabolické stabilizatory na zlepSenie obnovy a znizenie stresu spésobeného kryo.

Podmienky skladovania

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.

Dopravné podmienky
Kryokonzervované bunkoveé 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.

DARCA
Vek darcu 15 rokov
Etnicka prislusnost’ Kaukazsky

PRAVNE INFORMACIE A BEZPECNOST

Bezpec€nostné opatrenia

Pri planovani uskladnenia kryovirusu v kvapalnom dusiku na buddce rozmrazenie je potrebné dodrziavat prisne bezpe€nostné opatrenia.
Vhodné ochranné rukavice a odev st nevyhnutné a pocas prenosu zmrazenych vzoriek do nadrze s tekutym dusikom alebo z nej sa
vyZaduje pouZzivanie tvarovej masky alebo ochrannych okuliarov. Je to z dévodu zniZenia rizika poranenia v désledku moznej explézie
kryovirusu pri vyberani, ktord m6zZe mat za nasledok vymrstenie ostrych tlomkov.

Zaruka

V spolo¢nosti Cytion si stojime za kvalitou a zivotaschopnostou naSich produktov.
Garantujeme, Ze naSe bunky budu zivotaschopné na zaciatku kultivacie po€as 60 dni po odoslani z naSich zariadeni.
Zaru€ujeme, Ze vSetky materialy zodpovedaju Specifikaciam opisanym v certifikate analyzy a/alebo v produktovom liste

Uplné informacie najdete v naSom <a href=""/Kto sme/zaruka/" hreflang=""x-default"">Vyhlaseni o zaruke
Platia zmluvy s tretimi stranami Yes
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