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Thong tin chung

Description
HK-CRISPR-Nup188-mEGFP la dong té€ bao Hela Kyoto dugc bién ddi gen. Dong t€ bao nay st dung cdng nghé

CRISPR/Cas9 dé tich hdp mEGFP (Protein Phat Quang Xanh Tang Cudng dang don phan tlr) vao vi tri Nup188.
Nup188 la mét protein nucleoporin quan trong tham gia vao phuc hgp 16 hat nhan, cé vai tro thiét yéu trong viéc
van chuyén phén tlf giita nhan va chat té bao. Viéc gn thé mEGFP cho phép quan sét truc tiép Nup188, hé trg
nghién cliu déng hoc va chiic ndng ctia phic hdp 16 hat nhan.

Dong té€ bao nay dac biét hifu ich cho cdc nha nghién cliu tp trung vao van chuyén nhan va sinh hoc phdic hgp 16
nhan. Viéc gan nhan huynh quang cho phép quan sit Nup188 dudi nhiéu diéu kién khac nhau, bao gém diéu tri
thudc va bién doi gen. Cac ng dung bao gom sang loc ndi dung cao, quan sat té bao song va cac ki thuat dua
trén huynh quang khac, cung cap nhiing hiéu biét quy gid vé van chuyén nhan-chat té bao va tinh toan ven cua
mang nhan.

Organism Con ngugi
Tissue NGi c6 tif cung
Disease Ung thu biéu m6 tuyén

Pic diém

Age 30 nam
Gender Nt
Ethnicity Ngudi My géc Phi
Morphology Té& bao cé hinh dang gidng biéu mé vdi cau tric dang d4 mozaic
Growth Ngugi tuan thi
properties
Dif lieu quy dinh
Citation HK-CRISPR-Nup188-mEGFP (S6 catalog ctia Cytion: 300657)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606
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Depositor Phong thi nghiém Ellenberg (EMBL)

GMO Status GMO-S1: Dong té bao Hela Kyoto nay chita mét gen mEGFP dugc cdy ghép bang cdng nghé CRISPR tai vi tri
Nup188, cho phép quan sat dong hoc ctia khung cau trdc |6 nhan. Phan loai nay chi ap dung trong pham vi Bic
va c6 thé khac nhau & cac khu vuc khac.

Dif liéu sinh hoc phan tif

Protein Nup188, mEGFP-tag
expression
> »
Xu'ly
Culture DMEM, chfa: 4,5 g/L glucose, chlfa: 4 mM L-glutamine, chifa: 3,7 g/L NaHCO;, ch(fa: 1,0 mM natri pyruvate (s6
Medium hiéu san pham Cytion 820300a)
Supplements B6 sung 10% huyét thanh bo phdi (FBS) vao mdi trudng nudi cdy
Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Loai béd méi trudng nudi cdy cli khoi cdc té bao bam dinh va riia chiing bang PBS khdng chifa canxi va magié. Déi

vdi binh T25, st dung 3-5 ml PBS, va déi véi binh T75, st dung 5-10 ml. Sau dé, phl hoan toan céc té bao bang
Accutase, stf dung 1-2 ml cho binh T25 va 2,5 ml cho binh T75. D€ t€ bao u & nhiét d6 phong trong 8-10 phit dé
tach ching ra. Sau khi 0, nhe nhang trén té€ bao vdi 10 ml moi trudng dé tai phan tan ching, sau dé ly tdm &
300xg trong 3 phut. Loai bo dich trén, ti phan tan té€ bao trong mdi trudng tudi va chuyén ching vao céc binh
mdi da chfa méi trudng tuai.

Freeze Nhu mot moi truéng bao quan déng lanh, ching toi st dung moi trudng tang trudng hoan chinh (bao gom FBS) +

medium 10% DMSO dé dam bao dd séng sau khi rd déng, hodc CM-1 (m& san pham Cytion 800100), bao gom cac chat bao
vé tham thau va chat én dinh chuyén hda dudc téi uu héa dé nang cao kha nang phuc héi va giam stress do dong
lanh gay ra.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Xac nhan rang 8ng nghiém van dugc dong lanh sau khi giao hang, vi t& bao dugc van chuyén trén da khd

dé duy tri nhiét do tai uu trong qua trinh van chuyén.

2. Khinhan hang, hdy bao quan ng nghiém doéng lanh ngay |3p tlic & nhiét d6 dudi -150°C d€ dam bao tinh
toan ven cuia té bao, hodc ti€n hanh budc 3 néu can nudi cay ngay 1ap tic.

3. D&nudi cdy ngay |ap tlic, hdy rd dong 6ng nghiém nhanh chdng bang cach ngadm né trong bén nudc 37°C
vdi nudc sach va chat khang khuan, khudy nhe trong 40-60 gidy cho dén khi con lai mét khéi bang nho.

4. Thuc hién tat ca cac budc tiép theo trong didu kién vd trling trong td hit khi, khit tring 8ng cryovial bang
€6n 70% trudc khi ma.

5. M@ 8ng da khir tring mét cach can than va chuyén hon hgp té bao vao éng ly tdm 15 ml chia 8 ml moi
trudng nudi cay & nhiét do phong, khudy nhe.

6. Ly tdm hon hgp & 300 x g trong 3 phit dé tach té€ bao va can than loai bé dich siéu 4m chita méi trudng
déng lanh con lai.

7. Nhe nhang hoa tan lai khéi té bao trong 10 ml méi trudng nudi cdy tudgi. Doi véi té bao bam dinh, chia
hén hgp vao hai binh nudi cdy T25; di véi té bao nudi cay |G ling, chuyén toan bé méi trudng vao mét
binh T25 dé thic day tudng tac va phat trién té bao hiéu qua.

8. Tuan thi cac quy trinh nudi cdy con dudc thiét 1ap dé duy tri su phat trién va bao quan dong té bao, dam
bao két qua thi nghiém dang tin cay.

Incubation
Atmosphere 37°C, S%COZ’ moi truéng am.

Flask Coating Khdng c6

Freezing
Procedure Céac dong té bao dugc bao quan bang phudng phép déng lanh dudc van chuyén trén da khé trong bao bi cach

nhiét da dudc kiém dinh, kém theo lugng chat [am lanh da dé duy tri nhiét d6 khoang —78 °C trong sudt qua trinh
van chuyén. Khi nhan hang, hay kiém tra ngay [ap tlc bao bi va chuyén cac 6ng nghiém sang ndi luu trii phu hgp
ma khéng cham tré.

z::‘pdr;::?fns Céc dong té bao dudc bao quan bang phudng phép dong lanh dugc van chuyén trén da khd trong bao bi cach
nhiét d3 dudc kiém dinh, kém theo lugng chat [am lanh du dé duy tri nhiét dd khoang -78 °C trong sudt qua trinh
van chuyén. Khi nhan hang, hay kiém tra ngay |ap tlc bao bi va chuyén cdc 6ng nghiém sang ndi luu trii phu hgp
ma khéng cham tré.
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Storage
Conditions Dé bao quan lau dai, hdy dat 6ng nghiém vao nitd long & pha hgi & nhiét d6 khoang —150 dén —196 °C. Viéc bao

quan &-80 °C chi dudc chdp nhan nhu mot budc trung gian ngan han trudc khi chuyén sang nitg [6ng.

Kiém soat chat lugng [ H6 sd di truyén [ HLA

Sterility
Su nhiém khuan Mycoplasma dugc loai trlf bang ca cac phudng phap xét nghiém dua trén PCR va cic phuong
phap phat hién Mycoplasma dua trén phat quang.
Dé dam bao khéng c6 nhiém khuan vi khuan, ndm hodc men, cdc mau nudi cdy té bao dudgc kiém tra truc quan
hang ngay.
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