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Informatii generale

Description
U-2 OS-CRISPR-NUP96-SNAP este o linie celulara de osteosarcom modificata genetic, derivata din linia celulara

umana mama U-2 OS. Aceasta linie celulara a fost modificata prin editarea genomului mediata de CRISPR/Cas9
pentru a incorpora o eticheta SNAP la gena NUP96, permitand vizualizarea si studierea dinamicii complexului de
pori nucleari. Complexele de pori nucleari (NPC) sunt cruciale pentru reglarea transportului
nucleocitoplasmatic, iar NUP96 este o componenta semnificativa a NPC, jucand un rol esential in integritatea
structurala si functia sa.

Tn clona U-2 OS-CRISPR-NUP96-SNAP nr. 33, integrarea etichetei SNAP la locusul NUP96 permite atasarea
specifica si covalenta a substraturilor fluorescente sau a altor sonde chimice care pot fi utilizate pentru
imagistica celulelor vii si alte teste biochimice. Aceasta caracteristica o face un instrument nepretuit pentru
investigarea dinamicii moleculare a transportului nucleocitoplasmatic, pentru intelegerea patologiilor legate de
NPC si pentru depistarea compusilor terapeutici care afecteaza functia NPC. Linia celulara pastreaza, de
asemenea, caracteristicile liniei parentale U-2 OS, care include un nivel ridicat de stabilitate genetica si usurinta
de cultivare, ceea ce o face potrivita pentru screening de mare capacitate si studii extinse in biologia celulara.

Datorita specificitatii modificarii genei NUP96, clona U-2 OS-CRISPR-NUP96-SNAP nr.33 ofera un model unic
pentru studiul detaliat al componentelor NPC Tn contextul functiei si disfunctiei celulare. Cercetatorii pot
exploata sistemul SNAP-tag pentru a marca selectiv si rapid NUP96, facilitand vizualizarea in timp real a
dinamicii NPC Tn conditii fiziologice si patologice. Aceasta clona specifica poate servi ca o platforma robustad atat
pentru cercetarea fundamentala, cat si pentru studiile biomedicale aplicate, contribuind semnificativ la
domeniile biologiei celulare, geneticii si oncologiei.

Organism Oom

Tissue Os

Disease Osteosarcom
Caracteristici

Age 15 ani

Gender Femei

Ethnicity Caucazian

Growth Aderent
properties

Date de reglementare
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Citation U-2 OS-CRISPR-NUP96-SNAP (numar de catalog Cytion 300444)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_BTFL

Depositor Laboratorul Ellenberg (EMBL)

GMO Status OMG-S1: Aceastd linie celularad de osteosarcom uman (U20S-CRISPR-NUP96-SNAP, clona 33) contine o
fuziune NUP96-SNAP modificata prin CRISPR care faciliteaza marcarea chimica a porilor nucleari cu
SNAP-tag. Modificarea este integrata stabil. Aceasta clasificare se aplica numai in Germania si poate
diferiin alte tari.

Date biomoleculare

Protein NUP96-SNAP (proteina 96 a complexului porilor nucleari, SNAP-tag)
expression
Manipulare

Culture McCoys 5a, cu: 3,0 g/L glucoza, cu: glutamina stabila, cu: 2,0 mM piruvat de sodiu, cu: 2,2 g/L NaHCO3 (numarul

Medium articolului Cytion 820200a)

Supplements Suplimentati mediul cu 10% FBS, 3,0 g/L glucoza, glutamina stabila, 2,0 mM piruvat de sodiu, 2,2 g/L NaHCO3,
1% NEAA

Dissociation Accutase

Reagent

Subculturing Indepértati mediul vechi de pe celulele aderente si spilati-le cu PBS care nu contine calciu si magneziu. Pentru

flacoanele T25, se utilizeaza 3-5 ml de PBS, iar pentru flacoanele T75, 5-10 ml. Apoi, se acopera celulele complet
cu Accutase, folosind 1-2 ml pentru flacoanele T25 si 2,5 ml pentru flacoanele T75. Lasati celulele la incubare la
temperatura camerei timp de 8-10 minute pentru a le detasa. Dupa incubare, amestecati usor celulele cu 10 ml
de mediu pentru a le resuspenda, apoi centrifugati la 300xg timp de 3 minute. Aruncati supernatantul,
resuspendati celulele Tn mediu proaspat si transferati-le in flacoane noi care contin deja mediu proaspat.

Seeding 1x10% celule/cm?

density

Fluid renewal de 2 pan la 3 ori pe sdptdmana
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Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet (inclusiv FBS) + 10% DMSO pentru o viabilitate
medium adecvatd dupa dezghetare sau CM-1 (numar de catalog Cytion 800100), care include osmoprotectanti optimizati
si stabilizatori metabolici pentru a spori recuperarea si a reduce stresul indus de criogenie.

Thawing and
Culturing Cells s < - . . <
g 1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata
carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.
2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.
3. Pentru cultivarea imediatd, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curata si un agent antimicrobian, agitandu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand rdmane
0 micd aglomerare de gheata.
4. Se efectueaza toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfecténd crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.
5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.
6. Se centrifugheaza amestecul la 300 x g timp de 3 minute pentru a separa celulele si se arunca cu grija
supernatantul care contine mediul de congelare rezidual.
7. Se resuspenda usor peletul celular in 10 ml de mediu de cultura proaspat. Pentru celulele aderente,
Tmpartiti suspensia intre doua flacoane de cultura T25; pentru culturile in suspensie, transferati tot
mediul intr-un flacon T25 pentru a promova interactiunea si cresterea celulara eficienta.
8. Respectati protocoalele de subcultura stabilite pentru cresterea si mentinerea continua a liniei celulare,
asigurand rezultate experimentale fiabile.
Incubation
Atmosphere 37°C, 5% s atmosferd umidificata.
Flask Coating Niciuna
Freezing
Procedure Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.
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Shipping

Conditions Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica in ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toata durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele Tn depozitul corespunzator.

Storage

Conditions Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza in azot lichid in faza de vapori la o temperatura

cuprinsa ntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

-

Controlul calitatii / Profil genetic / HLA

>

Sterility
Contaminarea cu micoplasmd este exclusa utilizand atat teste bazate pe PCR, cat si metode de detectare a
micoplasmei bazate pe luminescenta.
Pentru a se asigura ca nu exista contaminare bacteriana, fungica sau de drojdie, culturile celulare sunt supuse
unor inspectii vizuale zilnice.
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