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Informacoes gerais

Description
Alinhagem celular U-2 OS-ZFN-SNAP-Nup107 representa uma variante especializada da amplamente utilizada

linhagem celular de osteossarcoma humano U-2 OS. Esse modelo especifico foi projetado para expressar a
versao marcada com SNAP da nucleoporina Nup107, um componente fundamental do complexo de poros
nucleares, essencial para o transporte de moléculas entre o niicleo e o citoplasma. A integragdo da tecnologia
de marcagdo SNAP permite a marcagdo biorortogonal e a visualizagdo da Nup107 em células vivas ou fixadas,
proporcionando uma ferramenta poderosa para o estudo do transporte nucleocitoplasmatico e da arquitetura
do complexo de poros nucleares em condiges fisiologicas.

A linhagem U-2 OS oferece varias vantagens, incluindo taxas de crescimento robustas e um cariétipo bem
caracterizado, o que viabiliza aplicagGes de triagem de alto rendimento e estudos genomicos. A tecnologia ZFN
(nuclease de dedo de zinco) utilizada nesta linhagem celular facilita a edigdo genémica direcionada,
aumentando a precisdo com que os pesquisadores podem investigar as contribui¢es genéticas para o
transporte nuclear e outros processos celulares. Esta linhagem celular é particularmente Util para estudos que
visam elucidar a dindmica e a regulacao dos complexos de poros nucleares na biologia do cancer e na fisiologia
celular.

Devido a natureza especializada da linha celular U-2 0S-ZFN-SNAP-Nup107 n.° 294, ela é altamente adequada
para técnicas avangadas de imagem, incluindo microscopia de super-resolugdo, para explorar as fun¢des das
nucleoporinas com um nivel de detalhe sem precedentes. E também um recurso valioso para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas as vias de transporte nuclear implicadas em varias
doencas, incluindo o cancer. O componente SNAP-tag agrega versatilidade para analises bioquimicas e
protedmicas adicionais, tornando-a uma ferramenta indispensavel no campo da biologia celular e molecular.

Organism Humano
Tissue 0ss0
Disease Osteossarcoma

Caracteristicas

Age 15 anos
Gender Mulher
Ethnicity caucasiano

Growth Aderente
properties

Dados regulatorios
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Citation U-2 0S-ZFN-SNAP-Nup107 (ndmero de catalogo da Cytion 300294)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_B7FM

Depositor Laboratério Ellenberg (EMBL)

GMO Status GMO-S1: Esta linhagem celular de osteossarcoma humano (U20S-ZFN-SNAP-Nup107 n.° 294) contém
uma fusdo génica SNAP-Nup107 mediada por ZFN, permitindo a marcagao seletiva da subunidade
Nup107 dos poros nucleares. A modificagdo esta presente de forma estavel. Esta classificacdo se aplica
apenas na Alemanha e pode diferir em outros paises.

Dados biomoleculares

Protein SNAP-Nup107 (proteina 107 do complexo de poros nucleares, SNAP-tag)
expression
Manuseio
Culture McCoys 5a, p: 3,0 g/L de glicose, p: glutamina estavel, p: 2,0 mM de piruvato de sédio, p: 2,2 g/L de NaHCO,
Medium (nimero de artigo da Cytion 820200a)
Supplements Adicione ao meio 10% de FBS, 3,0 g/L de glicose, glutamina estavel, 2,0 mM de piruvato de sédio, 2,2 g/L de

NaHCO; e 1% de NEAA

Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Remova o meio antigo das células aderentes e lave-as com PBS sem célcio nem magnésio. Para frascos T25, use

3 a5 mlde PBS; para frascos T75, use 5 a 10 ml. Em seguida, cubra as células completamente com Accutase,
utilizando 1 a 2 ml para frascos T25 e 2,5 ml para frascos T75. Deixe as células incubarem a temperatura
ambiente por 8 a 10 minutos para que se desprendam. Apés a incubagdo, misture delicadamente as células com
10 ml de meio para ressuspender, depois centrifugue a 300xg por 3 minutos. Descarte o sobrenadante,
ressuspenda as células em meio fresco e transfira-as para novos frascos que ja contenham meio fresco.

Fluid renewal 2 a3 vezes por semana
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Freeze Como meio de criopreservacao, utilizamos meio de crescimento completo (incluindo FBS) + 10% de DMSO para

medium garantir viabilidade adequada apds o descongelamento, ou CM-1 (nimero de catalogo da Cytion 800100), que
inclui osmoprotetores e estabilizadores metabdlicos otimizados para melhorar a recuperagdo e reduzir o
estresse induzido pela criopreservacao.

Thawing and

Culturing Cells . . ’ ~
g 1. Verifique se o frasco permanece profundamente congelado no momento da entrega, pois as células sdo

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

2. Ap0s o recebimento, armazene o criovial imediatamente a temperaturas abaixo de -150 °C para garantir
a preservagao da integridade celular ou prossiga para a etapa 3, caso seja necessaria a cultura imediata.

3. Para cultura imediata, descongele rapidamente o frasco imergindo-o em um banho-maria a 37 °C com
agua limpa e um agente antimicrobiano, agitando suavemente por 40 a 60 segundos até que reste
apenas um pequeno pedaco de gelo.

4. Realize todas as etapas subsequentes em condi¢Ges estéreis em uma cabine de fluxo, desinfetando o
criovial com etanol a 70% antes de abri-lo.

5. Abra cuidadosamente o frasco desinfetado e transfira a suspenséao celular para um tubo de centrifuga
de 15 ml contendo 8 ml de meio de cultura a temperatura ambiente, misturando delicadamente.

6. Centrifugue a mistura a 300 x g por 3 minutos para separar as células e descarte cuidadosamente o
sobrenadante contendo o meio de congelamento residual.

7. Ressuspender suavemente o sedimento celular em 10 ml de meio de cultura fresco. Para células
aderentes, dividir a suspensao entre dois frascos de cultura T25; para culturas em suspensao, transferir
todo o meio para um frasco T25 a fim de promover a interagao e o crescimento celular eficazes.

8. Siga os protocolos de subcultura estabelecidos para o crescimento continuo e a manutenggo da
linhagem celular, garantindo resultados experimentais confiaveis.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% de CO,, atmosfera umidificada.

z::‘PdPi::?fns As linhagens celulares criopreservadas sao enviadas em gelo seco, em embalagens isoladas e validadas, com
refrigerante suficiente para manter a temperatura em aproximadamente -78 °C durante todo o transporte. Ao
receber a remessa, inspecione o recipiente imediatamente e transfira os frascos sem demora para o local de
armazenamento adequado.
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Storage

Conditions Para preservagdo a longo prazo, coloque os frascos em nitrogénio liquido em fase de vapor a uma temperatura
entre aproximadamente —150 e -196 °C. O armazenamento a —80 °C é aceitavel apenas como uma etapa
intermediaria de curta duragdo antes da transferéncia para o nitrogénio liquido.

Controle de Qualidade e Analise Molecular

Sterility
A contaminacg&o por micoplasma é descartada por meio de ensaios baseados em PCR e de métodos de detecgdo
de micoplasma baseados em luminescéncia.
Para garantir que ndo haja contaminagdo por bactérias, fungos ou leveduras, as culturas celulares sdo
submetidas a inspeges visuais diarias.
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