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SPLOSNE INFORMACIJE

Opis

U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 je genomsko spremenjena ¢loveska osteosarkomska celi€na linija, pridobljena iz celic U20S, v
kateri je bil endogeni lokus RANBP2 (znan tudi kot NUP358) spremenjen s CRISPR/Cas9, da kodira oznako SNAPf v okviru naravnega
proteina. Nup358/RanBP2 je velik nukleoporin, lokaliziran v citoplazemskih filamentih jedrskega por kompleksa (NPC), ki ima klju¢no viogo v
nukleocitoplazemskem transportu, SUMOylaciji in mitoti€nih procesih. Endogeno oznacevanje zagotavlja, da se SNAPf-Nup358 izraza pod
fizioloSkim nadzorom promotorja, ohranja naravne ravni izrazanja in zmanjSuje artefakte, povezane s sistemi prekomernega izrazanja.
Oznaka SNAPT je hitro oznaCevalna razlicica oznake SNAP, ki se kovalentno veze na bencilguanin-konjugirane substrata, kar omogoca
selektivno in stabilno fluorescenéno oznacevanje Nup358 v Zivih ali fiksiranih celicah. V celicah U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 se
fuzijski protein lokalizira v jedrni ovojnici v tockovni porazdelitvi, znacilni za citoplazemske NPC filamente. Ta konfiguracija podpira
visokolocljivo fluorescen¢no slikanje, mikroskopijo z visoko lo¢ljivostjo, oznacevanje s pulzno-zasledovanjem in pristope sledenja posameznih
molekul za preu€evanje arhitekture in dinamike NPC. PloS¢ata morfologija in velika jedra celic U20S dodatno olajSujejo kvantitativno slikanje
struktur jedrske ovojnice.

Ta model omogoca preucevanje viog Nup358 v CRM1/eksportin-odvisnem jedrskem izvozu, regulaciji cikla Ran GTPaze in prostorski
organizaciji citoplazemskih transportnih platform. Glede na vpletenost Nup358 v sestavo mitoticnega vretena in funkcijo kinetokora je celicna
linija primerna tudi za preucevanje od celi¢nega cikla odvisne prerazporeditve nukleoporinov in razstavljanja/ponovnega sestavljanja NPC
med mitozo. U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 zagotavlja fizioloSko relevantno platformo za raz€lenitev strukturnih in funkcionalnih
vidikov citoplazemske strani jedrskega por kompleksa v ¢loveskih celicah.

Tkivo Kosti

Bolezen Osteosarkom

Mesto metastaze Mesto primarnega tumorja (kost)
Uporaba

Biologija citoplazemskih filamentov kompleksa jedrskih por; Nup358/RanBP2 pri izvozu iz jedra, ki ga posreduje CRM1,; cikel GTPaze Ran;
pot SUMO; sestavljanje mitoticnega vretena; sledenje posameznih delcev; mikroskopija s superresolucijo; oznacevanje s tehniko SNAP
pulse-chase; arhitektura citoplazemske strani kompleksa jedrskih por

RAZVRSTITEV

Organizem Clovek
Seks Zenska
Lastnosti rasti Pripadnik
Status GSO GMO-S1

Podrobnosti o statusu GSO

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.

Stopnja bioloSke varnosti 1
ZNACILNOSTI
Morfologija Epitelijam podobni
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Vrsta celice Epitelijske celice (osteosarkom)

Cas podvojitve priblizno 24 do 36 ur

IDENTIFIKATORJI

Navajanje vira
U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 (kataloska Stevilka Cytion 300663)

Davcna identifikacijska Stevilka NCBI 9606

Cellosaurus Not assigned (CRISPR-modified U20S derivative; parental U20S CVCL 0042)

Vlagatelj Laboratorij Ellenberg (EMBL)

IZRAZANJE IN DOVZETNOST

Ekspresija beljakovin
Nup358/RanBP2, oznaka SNAPf

RAVNANJE IN GOJENJE
Gojisce

McCoys 5a, w: 3,0 g/L glukoze, w: stabilen glutamin, w: 2,0 mM natrijevega piruvata, w: 2,2 g/L NaHCO3 (Stevilka izdelka Cytion 820200a)
Inkubacijska atmosfera 37 °C, 5 %CO02, vlazno ozracje.

Prehranska dopolnila
Gojisce dopolnite z 10 % FBS, 3,0 g/L glukoze, stabilnim glutaminom, 2,0 mM natrijevega piruvata, 2,2 g/L NaHCO3, 1 % NEAA

Reagenca za disociacijo Accutase

Preusmeritev v drugo kulturo

Odstranite staro gojiS¢e z adherentnih celic in jih sperite s PBS, ki ne vsebuje kalcija in magnezija. Za bucke T25 uporabite 3-5 ml PBS, za
bucke T75 pa 5-10 ml. Nato celice popolnoma prekrijte z Accutase, pri cemer uporabite 1-2 ml za bucke T25 in 2,5 ml za bu€ke T75. Celice
pustite inkubirati pri sobni temperaturi 8-10 minut, da se lo€ijo. Po inkubaciji celice nezno premesajte z 10 ml gojis€a, da se ponovno
suspendirajo, nato jih 3 minute centrifugirajte pri 300xg. Zavrzite supernatant, ponovno suspendirajte celice v svezem gojiS€u in jih prenesite
v nove bucke, ki Ze vsebujejo sveze gojisce.

Razmerje delitve 1do3
Gostota setve 1 do 3 x 104 celic/cm?
Obnova tekocine 2 do 3-krat na teden

Odtaljevanje in gojenje

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 KAKOVOSTI IN KRIOPREZERVACIJA

Sterilnost

Kontaminacija z mikoplazmo se izkljuci z uporabo testov na podlagi PCR in metod za odkrivanje mikoplazme na podlagi luminiscence.
Da se zagotovi, da ni kontaminacije z bakterijami, glivami ali kvasovkami, se celi¢ne kulture dnevno vizualno pregledujejo.

Medij za zamrzovanje Kot gojis€e za kriokonzervacijo uporabljamo popolno rastno gojis¢e (vklju¢no s FBS) + 10 %
DMSO za ustrezno vitalnost po odmrznitvi ali CM-1 (kataloSka Stevilka 800100 podjetja
Cytion), ki vklju€uje optimizirane osmoprotektante in presnovne stabilizatorje za izboljSanje
okrevanja in zmanjSanje stresa, povzrocenega s kriom.

Pogoji shranjevanja
Za dolgotrajno shranjevanje viale postavite v tekoCi dusik v parni fazi pri priblizno -150 do -196 °C. Shranjevanje pri -80 °C je sprejemljivo le
kot kratek vmesni korak pred prenosom v tekoc€i dusik.

Pogoji dostave
Kriokonzervirane celi¢ne linije se poSiljajo na suhem ledu v potrjeni, izolirani embalazi z zadostno koli¢ino hladilnega sredstva, da se med
prevozom vzdrzuje priblizno -78 °C. Ob prejemu takoj preglejte embalazo in viale nemudoma prenesite v ustrezno skladisce.

DONATOR
Starost darovalca 15 let
Etni¢na pripadnost Kavkaski

PRAVNE ZADEVE IN VARNOST

Varnostni ukrepi

Pri nacrtovanju shranjevanja kriovialov v teko€em dusiku za kasnejSe odtaljevanje je treba obvezno uposStevati stroge varnostne ukrepe. Nujni
so ustrezne zaScitne rokavice in oblacila, med prenosom zamrznjenih vzorcev v rezervoar s teko€im dusikom ali iz njega pa je potrebna
uporaba obrazne maske ali zaS€itnih o€al. S tem se zmanjSa tveganje poskodb zaradi morebitnih eksplozij kriovialov pri odstranjevanju, ki
lahko povzrocijo izstrelitev ostrih delcev.

Garancija

V podjetju Cytion stojimo za kakovostjo in uporabnostjo svojih izdelkov.

Zagotavljamo, da bodo naSe celice ob zaetku gojenja Se 60 dni po odpremi iz naSih obratov vitalne.
Zagotavljamo, da so vsi materiali skladni s specifikacijami, opisanimi v potrdilu o analizi in/ali listu izdelka
Za vse podrobnosti si oglejte naso <a href=""/Kdo smo/Warranty/"" hreflang=""x-default"">Garancijsko izjavo

Veljajo pogodbe s tretjimi strankami Yes
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