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Informacoes gerais

Description

Organism

Tissue

Disease
Carateristicas

Age

Gender

Ethnicity

Morphology

Growth
properties

U20S-CRISPR-TPR-SNAP é uma linha celular de osteossarcoma humano editada geneticamente, derivada de
células U20S, na qual o gene TPR (Translocated Promoter Region) enddgeno foi modificado usando a
tecnologia CRISPR/Cas9 para codificar uma etiqueta SNAP em quadro. O TPR é uma grande nucleoporina em
espiral que se localiza na cesta nuclear no lado nucleoplasmatico do complexo de poros nucleares (NPC). Ao
marcar o TPR no seu locus enddégeno, a proteina de fusdo é expressa sob controlo regulatério nativo,
preservando os niveis de expressao fisioldgica e mantendo a incorporag¢do adequada na estrutura da cesta
nuclear.

A etiqueta SNAP permite a marcacao covalente do TPR com substratos fluorescentes conjugados com
benzilguanina em células vivas ou fixas, permitindo uma visualizagdo altamente especifica e estavel. Nas células
U20S-CRISPR-TPR-SNAP, o TPR marcado exibe uma distribui¢cdo pontilhada caracteristica em forma de anel no
envelope nuclear, correspondendo as estruturas da cesta nuclear associadas ao NPC. Este sistema é adequado
para microscopia de fluorescéncia quantitativa, imagem de super-resolucao, marcacdo pulse-chase e estudos
dindmicos da montagem e renovagdo da cesta nuclear. A morfologia plana e os nicleos grandes das células
U20S facilitam a imagem de alta resolugao das estruturas associadas ao envelope nuclear.

O TPR desempenha papéis criticos na exportagdo de mRNA, regulagdo do transporte nuclear, organizagdo da
cromatina na periferia nuclear e organizacdo espacial do genoma. O TPR também esta implicado na formagdo
de subcompartimentos relacionados ao transporte nuclear e na exclusdo da heterocromatina das regides
associadas aos poros nucleares. O U20S-CRISPR-TPR-SNAP fornece um modelo fisiologicamente relevante para
dissecar a arquitetura e a dinamica da cesta nuclear, investigar mecanismos de trafego nucleocitoplasmatico e
estudar interagdes da cromatina associadas ao envelope nuclear em condi¢Ges de expressdo enddgena.

Humano

Osso

Osteossarcoma

15 anos

Feminino

Caucasiano

De tipo epitelial

Aderente
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Dados regulamentares

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

Depositor

GMO Status

U20S-CRISPR-TPR-SNAP (niimero de catalogo Cytion 300667)

1

9606

O Laboratério Ellenberg (EMBL)

GMO-S1: Esta linha celular de osteossarcoma humano (U20S-CRISPR-TPR-SNAP) contém uma fusdo TPR-SNAP
com engenharia CRISPR que permite a marcagdo fluorescente e quimica da proteina do cesto nuclear TPR. A
construcdo esta integrada de forma estavel. Esta classificacdo aplica-se apenas na Alemanha e pode ser
diferente noutros paises.

Dados biomoleculares

Protein TPR, SNAP-tag
expression
Manuseamento

Culture McCoys 5a, com: 3,0 g/L de glucose, com: glutamina estavel, com: 2,0 mM de piruvato de sddio, com: 2,2 g/L de

Medium NaHCO3 (nimero de artigo Cytion 820200a)

Supplements Suplementar o meio com 10% de FBS, 3,0 g/L de glucose, glutamina estavel, 2,0 mM de piruvato de sédio, 2,2
g/L de NaHCO3, 1% de NEAA

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Retirar o meio antigo das células aderentes e lava-las com PBS sem calcio e magnésio. Nos frascos T25, utilizar
3-5ml de PBS e, nos frascos T75, 5-10 ml. Em seguida, cobrir completamente as células com Accutase, utilizando
1-2 ml para os frascos T25 e 2,5 ml para os frascos T75. Deixar as células incubar a temperatura ambiente
durante 8-10 minutos para as destacar. Apds a incubagdo, misturar suavemente as células com 10 ml de meio
para as ressuspender e, em seguida, centrifugar a 300xg durante 3 minutos. Deitar fora o sobrenadante,
ressuspender as células em meio fresco e transferi-las para novos frascos que ja contenham meio fresco.

Freeze Como meio de criopreservacgao, utilizamos um meio de crescimento completo (incluindo FBS) + 10% DMSO para

medium uma viabilidade pds-descongelamento adequada, ou CM-1 (nimero de catalogo Cytion 800100), que inclui
osmoprotectores optimizados e estabilizadores metabdlicos para melhorar a recuperagéo e reduzir o stress
induzido pela crio.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Confirme que o frasco permanece profundamente congelado aquando da entrega, uma vez que as

células s3o enviadas em gelo seco para manter as temperaturas ideais durante o transporte.

2. Apds a recegdo, armazenar o frasco criogénico imediatamente a temperaturas inferiores a -150°C para
garantir a preservacdo da integridade celular, ou avancgar para o passo 3 se for necessaria uma cultura
imediata.

3. Parauma cultura imediata, descongelar rapidamente o frasco imergindo-o num banho de dgua a 37°C
com agua limpa e um agente antimicrobiano, agitando suavemente durante 40-60 segundos até ficar
um pequeno aglomerado de gelo.

4. Efetuar todos os passos subsequentes em condi¢8es estéreis numa capela de fluxo, desinfectando o
frasco criogénico com etanol a 70% antes de o abrir.

5. Abrir cuidadosamente o frasco desinfectado e transferir a suspensdo de células para um tubo de
centrifugacdo de 15 ml contendo 8 ml de meio de cultura a temperatura ambiente, misturando
suavemente.

6. Centrifugar a mistura a 300 x g durante 3 minutos para separar as células e eliminar cuidadosamente o
sobrenadante que contém o meio de congelagao residual.

7. Ressuspender suavemente o pellet de células em 10 ml de meio de cultura fresco. No caso de células
aderentes, dividir a suspensao entre dois frascos de cultura T25; no caso de culturas em suspensao,
transferir todo o meio para um frasco T25 para promover uma intera¢do e um crescimento eficazes das
células.

8. Cumprir os protocolos de subcultura estabelecidos para o crescimento e manutengdo continuos da
linha celular, garantindo resultados experimentais fiaveis.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5% s atmosfera humidificada.

Flask Coating Nenhum

Freezing
Procedure As linhas celulares criopreservadas sao expedidas em gelo seco em embalagens validadas e isoladas com

refrigerante suficiente para manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da rececao,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.
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z::‘pd':;lt?ogns As linhas celulares criopreservadas sdo expedidas em gelo seco em embalagens validadas e isoladas com
refrigerante suficiente para manter aproximadamente -78 °C durante o transporte. Aquando da recegdo,
inspecionar imediatamente o recipiente e transferir sem demora os frascos para um local de armazenamento
adequado.

Storage

Conditions Para conservagdo a longo prazo, colocar os frascos em azoto liquido em fase de vapor a uma temperatura entre

-150 e -196 °C. O armazenamento a -80 °C € aceitavel apenas como um curto passo intermédio antes da
transferéncia para azoto liquido.

Controlo de qualidade / Perfil genético [ HLA

Sterility
A contaminagdo por micoplasma é excluida utilizando ensaios baseados em PCR e métodos de detegdo de
micoplasma baseados em luminescéncia.
Para garantir que ndo ha contaminagdo bacteriana, fungica ou de leveduras, as culturas de células séo sujeitas a
inspecgdes visuais diarias.
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