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300663

GENEL BILGILER

Aciklama

U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2, endojen RANBP2 (NUP358 olarak da bilinir) lokusu CRISPR/Cas9 ile modifiye edilerek dogal
proteinle ayni ¢cerceve icinde SNAPT etiketini kodlayan, U20S hiicrelerinden tiretilmis genom diizenlenmis bir insan osteosarkom hiicre
hattidir. Nup358/RanBP2, nukleer por kompleksinin (NPC) sitoplazmik filamentlerinde lokalize olan buyuk bir niikleoporindir ve
nukleositoplazmik tasima, SUMOylasyon ve mitotik streclerde kritik roller oynar. Endojen etiketleme, SNAPf-Nup358'in fizyolojik promotor
kontrolu altinda eksprese edilmesini saglayarak, dogal ekspresyon seviyelerini korur ve asiri ekspresyon sistemleriyle iliskili artefaktlari en
aza indirir.

SNAPT etiketi, benzylguanyin konjuge substratlara kovalent olarak baglanan SNAP etiketinin hizl etiketleme varyantidir ve canli veya sabit
hucrelerde Nup358'in segici ve stabil floresan etiketlemesini saglar. U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 hiicrelerinde, fiizyon proteini,
sitoplazmik NPC filamentlerinin karakteristik noktali dagihminda niikleer zarfta lokalize olur. Bu konfigiirasyon, NPC mimarisini ve
dinamiklerini incelemek icin yiiksek ¢ozunrltkli floresan goruntiileme, super ¢ozinirlikli mikroskopi, puls-chase etiketleme ve tek molekul
izleme yaklasimlarini destekler. U20S hicrelerinin diiz morfolojisi ve biyuk ¢ekirdekleri, nikleer zarf yapilarinin kantitatif goriintilemesini
daha da kolaylastirir.

Bu model, CRM1/eksportin bagimli niikleer ihracat, Ran GTPaz dongusu diizenlemesi ve sitoplazmik tasima platformlarinin uzamsal
organizasyonunda Nup358'e 6zgu rollerin arastiriimasini mumkun kilar. Nup358'in mitotik ig montaji ve kinetokor fonksiyonuna katihmi gz
ontine alindiginda, hiicre hatti ayrica mitoz sirasinda niikleoporinlerin hiicre déngusiine bagli yeniden dagilimini ve NPC'nin
sOkllmesini/yeniden birlestiriimesini incelemek i¢in de uygundur. U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2, insan hucrelerinde nukleer
gozenek kompleksinin sitoplazmik yiiziiniin yapisal ve islevsel yonlerini incelemek icin fizyolojik olarak ilgili bir platform saglar.

Doku Kemik
Hastalik Osteosarkom
Metastaz yeri Birincil timor yeri (kemik)

Uygulamalar

Nukleer gozenek kompleksi sitoplazmik filament biyolojisi; CRM1 aracili niikleer ihracatinda Nup358/RanBP2; Ran GTPaz déngisu; SUMO
yolu; mitotik ig olusumu; tek parcacik izleme; stiper ¢6zunirlukli mikroskopi; SNAP puls-chase etiketleme; NPC sitoplazmik yliz mimarisi

SINIFLANDIRMA

Canli insan
Cinsiyet Kadin
Biiyiime ozellikleri Bagli
GDO durumu GMO-S1

GDO durumuna iligkin ayrintilar

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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Hucre tirii Epitel hiicreleri (osteosarkom)

iki katina ¢cikma siiresi yaklagik 24 ila 36 saat

TANIMLAYICILAR

Kaynak gosterimi
U20S-CRISPR-SNAPf-Nup358/RanBP2 (Cytion katalog numarasi 300663)

NCBI Vergi Kimlik Numarasi 9606
Cellosaurus Not assigned (CRISPR-modified U20S derivative; parental U20S CVCL 0042)
Mevduat sahibi Ellenberg Laboratuvari (EMBL)

iFADE VE DUYARLILIK

Protein ekspresyonu
Nup358/RanBP2, SNAPf-tag

iISLEME VE YETISTIRME

Besiyeri

McCoys 5a, w: 3.0 g/L Glukoz, w: stabil Glutamin, w: 2.0 mM Sodyum piruvat, w: 2.2 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820200a)
Kulucka ortami 37°C, %5C02, nemlendirilmis atmosfer.

Takviyeler
Ortami %10 FBS, 3,0 g/L Glukoz, stabil Glutamin, 2,0 mM Sodyum piruvat, 2,2 g/L NaHCO3, %1 NEAA ile takviye edin

Ayristirma reaktifi Accutase

Alt kiiltiir olusturma

Yapisik hiicrelerden eski ortami ¢ikarin ve kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin. T25 siseleri icin 3-5 ml PBS ve T75 siseleri
icin 5-10 ml kullanin. Ardindan, T25 flasklar icin 1-2 ml ve T75 flasklar icin 2,5 ml kullanarak hiicreleri Accutase ile tamamen kaplayin.
Hiicreleri ayirmak icin oda sicakliinda 8-10 dakika inkiibasyona birakin. inkilbasyondan sonra, hiicreleri yeniden siispanse etmek icin 10 ml
besiyeriyle hafifce karistirin, ardindan 300xg'de 3 dakika santriftjleyin. Stpernatanti atin, hlicreleri taze besiyerinde yeniden stspanse edin
ve zaten taze besiyeri iceren yeni siselere aktarin.

Boéliinme orani 1'den 3'e kadar
Ekim yogunlugu 1ila 3 x 104 hiicre/cm?
Sivi degisimi haftada 2 ila 3 kez

Cozme ve kiiltiirleme

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

KALITE KONTROL VE KRIYOPREZERVASYON

Kisirhk

Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanl tahliller hem de liminesans tabanli mikoplazma tespit ydntemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kulturleri glinliik gérsel incelemelere tabi tutulur.

Dondurma ortami Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢cdzulme sonrasi canlilik i¢in tam buyime ortami
(FBS dahil) + %10 DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-induklenmis stresi azaltmak icin
optimize edilmis ozmoprotektanlar ve metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog
numarasi 800100) kullantyoruz.

Saklama kosullari

Uzun sureli muhafaza icin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen igine yerlestirin. 80 °C'de saklama yalnizca sivi
nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Nakliye kosullar
Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak icin yeterli sogutucu akiskan iceren, onaylanmis, yalitiimis
ambalajlarda kuru buz tizerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

BAGISCI
Bagiscinin yasi 15 yil
Etnik kdken Kafkas

YASAL VE GUVENLIK

Giivenlik 6nlemleri

ileride ¢dzdirmek tizere sivi nitrojen icinde bir kriyoviyal saklamayi planlarken, siki giivenlik énlemlerine uymak zorunludur. Uygun koruyucu
eldivenler ve giysiler sarttir ve dondurulmus numunelerin sivi nitrojen tankina veya tanktan transferi sirasinda yiiz maskesi veya koruyucu
gozluk kullanilmasi gerekir. Bu, ¢ikarma sirasinda keskin parcgalarin firlamasina neden olabilecek potansiyel kriyoviyal patlamalardan
kaynaklanan yaralanma riskini azaltmak igindir.

Garanti

Cytion olarak urlinlerimizin kalitesinin ve canhhginin arkasindayiz.

Hucrelerimizin, tesislerimizden sevkiyattan sonra 60 giin boyunca kultiiriin baslangicinda canli olacagini garanti ediyoruz.
Tim malzemelerin Analiz Sertifikasi ve/veya Uriin Sayfasinda agiklanan 6zelliklere uygun oldugunu garanti ediyoruz
Tim ayrintilar icin litfen <a href=""/Who-we-are/Warranty/™" hreflang=""x-default"">Garanti Beyanimiza bakin

Uciincii taraf sozlesmeleri gecerlidir Yes
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