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Informacje ogélne

Description

Organism

Tissue

Disease

U-2 OS-CRISPR-NUP96-mMaple to genetycznie zmodyfikowana linia komérek kostniakomiesaka pochodzaca z
ludzkiej linii komérkowej U-2 OS, znanej z silnej charakterystyki wzrostu i uzytecznosci w réznych badaniach
biologicznych. Ten konkretny klon zostat zmodyfikowany przy uzyciu technologii edycji genéw CRISPR/Cas9 w
celu wtaczenia mMaple, fotokonwertowalnego biatka fluorescencyjnego, do genu NUP96. Biatko mMaple
pozwala na zaawansowane techniki obrazowania, takie jak obrazowanie zywych komérek i mikroskopia
superrozdzielcza, zapewniajac dynamiczny wglad w zachowanie kompleksu poréw jadrowych (NPC) i
mechanizmy importu-eksportu komérek przez otoczke jadrowa.

Gen NUP96, ktory koduje kluczowy sktadnik NPC, jest niezbedny do transportu nukleocytoplazmatycznego.
Zmiana NUP96 moze wptywac nie tylko na mechanizmy transportu, ale takze na ogdlna architekture i funkcje
jadra. Ta linia komdrkowa stuzy zatem jako doskonaty model do badania patologii zwigzanych z NPC oraz roli
transportu jadrowego w metabolizmie i sygnalizacji komdrkowej. Integracja mMaple z NUP96 pozwala na
Sledzenie w czasie rzeczywistym i wizualizacje dynamiki NUP96 in vivo, co czyni go niezbednym narzedziem dla
naukowcow koncentrujacych sie na badaniach jadra komérkowego i tych badajacych konsekwencje dysfunkcji
NPC w chorobach takich jak rak i infekcje wirusowe.

Jako wyspecjalizowane narzedzie, klon U-2 OS-CRISPR-NUP96-mMaple no.16 obstuguje obrazowanie w
wysokiej rozdzielczosci i dostarcza istotnych danych dotyczacych przestrzennego i czasowego rozktadu
sktadnikéw NPC. Jest szczegdlnie cenny w eksperymentach wymagajacych szczegdtowej analizy ekspresji
gendéw, lokalizacji biatek i transportu jadrowego w warunkach fizjologicznych i patologicznych, utatwiajac
gtebsze zrozumienie proceséw komdrkowych na poziomie molekularnym.

Cztowiek

Kosé

Miesak kosciopochodny

Charakterystyka

Age

Gender

Ethnicity

Growth
properties

15 lat

Kobieta

Kaukaski

Adherent

Dane regulacyjne
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

Depositor

GMO Status

U-2 OS-CRISPR-NUP96-mMaple (numer katalogowy Cytion 300461)

9606

CVCL_BT7FK

Laboratorium Ellenberg (EMBL)

GMO-S1: Ta ludzka linia komérek kostniakomiesaka (U20S-CRISPR-NUP96-mMaple, klon 16) zawiera
fuzje NUP96-mMaple za posrednictwem CRISPR umozliwiajacg fotokonwertowalne znakowanie struktur
poréw jadrowych. Konstrukt jest stabilnie obecny. Ta klasyfikacja ma zastosowanie tylko w Niemczech i
moze sie rozni¢ w innych krajach.

Dane biomolekularne

Protein NUP96-mMaple (endogenne biatko kompleksu poréw jadrowych 96, znakowane mMaple)
expression
Obstuga
Culture McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukozy, w: stabilna glutamina, w: 2,0 mM pirogronianu sodu, w: 2,2 g/l NaHCO3 (numer
Medium artykutu Cytion 820200a)
Supplements Uzupetnic podtoze 10% FBS, 1% NEAA
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Usun starg pozywke z przylegajacych komérek i przemyj je PBS, ktdry nie zawiera wapnia i magnezu. W

przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5 ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj
komorki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75. Pozw6l komérkom inkubowad w
temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10 ml
pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant,
ponownie zawiesi¢ komarki w Swiezej pozywce i przenies¢ je do nowych kolb zawierajacych juz $wiezg pozywke.

Split ratio Zalecane sg proporcje od 1:3 do 1:6

Seeding 1x 10% kom®"€k/cm?

density

Fluid renewal 2 do 3 razy w tygodniu
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Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu

medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktdra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.

Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymac optymalng temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic¢
zachowanie integralnosci komérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta woda i sSrodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesine komdrek do 15 ml probowki
wiréwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komoérek i ostroznie
odrzucic¢ supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komorek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowej,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentow.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% nawilzona atmosfera.

Flask Coating Brak
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irr.iiz:fre Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenie$¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Shipping

Conditions Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejsciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod
wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.
Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sa
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.
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