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OBECNE INFORMACE

Popis

U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 je genomové upravena lidska osteosarkomova bunécna linie odvozena z bunék U20S, ve které byl endogenni
gen SEH1L (SEH1) modifikovan pomoci technologie CRISPR/Cas9 tak, aby kddoval in-frame SNAPf tag. SEH1 je soucasti Y-komplexu
(znamého také jako komplex NUP107-160), zakladniho strukturalniho modulu jaderného pérového komplexu (NPC), ktery prispiva k
sestaveni a stabilité pdorové kostry. Vlozenim kodujici sekvence SNAPf do endogenniho lokusu se znaceny protein SEH1 exprimuje pod
nativni regulaéni kontrolou, &imz se zachovavaji fyziologické Grovné exprese a minimalizuji se poruchy sloZeni jadernych pord.

Znacka SNAPT je uméle vytvorend, rychle reagujici varianta znacky SNAP, ktera se kovalentné vaze na substraty konjugované s
benzylguaninem, coz umoZziuje selektivni a stabilni fluorescenéni znaceni v Zivych nebo fixovanych burkéach. V burikach U20S-CRISPR-
SNAP{-SEH1 se fuzni protein lokalizuje do jaderné obalky v teckovitém vzoru charakteristickém pro distribuci NPC. ProtoZze znaceni probiha
na Grovni endogennich proteind, je tento systém vhodny pro kvantitativni fluorescenéni mikroskopii, superrozliSovaci zobrazovani a analyzy
sledovani jednotlivych ¢astic zamérfené na rozbor organizace a stechiometrie NPC. Plocha morfologie a velka jadra bunék U20S dale
usnadnuji vysokorozliSovaci vizualizaci struktur jaderné obalky.

SEHL1 se podili na biogenezi NPC a je také zapojen do procesti spojenych s kinetochory b&éhem mitdzy. Tato bun&éna linie proto poskytuje
robustni platformu pro zkoumani sestavovani a rozebirani NPC v zavislosti na bunécném cyklu, prostorové organizace Y-komplexu v ramci
pérovitého leSeni a potenciélni dvoji role SEH1 v jaderné obalce a mitotickych kinetochorech. U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 umozZzfiuje
mechanistické studie architektury a dynamiky jadernych pér za fyziologicky relevantnich expresnich podminek.

Tkan Kost

Nemoc Osteosarkom

Misto metastazy Misto primarniho nadoru (kost)
Aplikace

Biologie komplexu Y/komplexu NUP107-160; role SEH1 pfi sestavovani kostry NPC; slozky NPC asociované s kinetochorem; stechiometrie
NPC; znaceni metodou SNAP pulse-chase; mikroskopie se superrozliSenim; biogeneze NPC; mitoticka demontaz a opétovna montaz NPC

KLASIFIKACE
Organismus Clovek
Sex Zena
RUstové vlastnosti Pfivrzenec
Stav GMO GMO-S1

Podrobnosti o statusu GMO

GMO-S1: This human osteosarcoma cell line (U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1) contains a CRISPR-mediated SNAPf-SEH1 fusion that allows
selective labeling of the SEH1 nucleoporin. The maodification is stably present. This classification applies only within Germany and may differ
elsewhere.

Urovefi biologické bezpe&nosti 1

CHARAKTERISTIKA

Morfologie Epitelu podobné

Typ burnky Epitelové bunky (osteosarkom)

Doba zdvojnasobeni pfiblizné 24 aZz 36 hodin
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IDENTIFIKATORY

Citace
U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 (katalogové ¢islo Cytion 300664)

Danové identifika¢ni ¢islo NCBI 9606
Cellosaurus Not assigned (CRISPR-modified U20S derivative; parental U20S CVCL 0042)
Vkladatel Ellenbergova laboratof (EMBL)

EXPRESE A NACHYLNOST

Exprese proteind
SEH1, SNAPf-tag

MANIPULACE A CHOV

Péstovaci médium

McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukdza, w: stabilni glutamin, w: 2,0 mM pyruvat sodny, w: 2,2 g/l NaHCO3 (&islo ¢lanku Cytion 820200a)
Inkubaéni atmosféra 37 °C, 5 %CO02, zvihcena atmosféra.

Dopliky stravy
Dopliite médium o 10% FBS, 3,0 g/l glukdzy, stabilni glutamin, 2,0 mM pyruvat sodny, 2,2 g/l NaHCO3, 1% NEAA

Disociacni ¢inidlo Accutase

Subkultivace

Odstrante staré médium z adherovanych bunék a promyjte je PBS bez vapniku a hof¢iku. Pro banky T25 pouzijte 3-5 ml PBS a pro banky
T75 5-10 ml. Poté buriky zcela zakryjte pfipravkem Accutase, pficemz pouzijte 1-2 ml pro bariky T25 a 2,5 ml pro banky T75. Nechte bunky
inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 8-10 minut, aby se oddélily. Po inkubaci jemné promichejte buriky s 10 ml média, aby byly znovu
suspendovany, a poté je odstfedte pfi 300xg po dobu 3 minut. Supernatant vyhodte, buriky znovu rozpustte v ¢erstvém médiu a preneste je
do novych banék, které jiz obsahuji Cerstvé médium.

Pomér rozdéleni laz3
Hustota vysevu 1 az 3 x 104 bunék/cm?2
Obnova tekutin 2 az 3krat tydné

Rozmrazovani a kultivace

Confirm that the vial remains deeply frozen upon delivery, as cells are shipped on dry ice to maintain optimal temperatures during transit.
Upon receipt, either store the cryovial immediately at temperatures below -150°C to ensure the preservation of cellular integrity, or proceed to
step 3 if immediate culturing is required.

For immediate culturing, swiftly thaw the vial by immersing it in a 37°C water bath with clean water and an antimicrobial agent, agitating gently
for 40-60 seconds until a small ice clump remains.

Perform all subsequent steps under sterile conditions in a flow hood, disinfecting the cryovial with 70% ethanol before opening.

Carefully open the disinfected vial and transfer the cell suspension into a 15 ml centrifuge tube containing 8 ml of room-temperature culture
medium, mixing gently.

Centrifuge the mixture at 300 x g for 3 minutes to separate the cells and carefully discard the supernatant containing residual freezing
medium.

Gently resuspend the cell pellet in 10 ml of fresh culture medium. For adherent cells, divide the suspension between two T25 culture flasks;
for suspension cultures, transfer all the medium into one T25 flask to promote effective cell interaction and growth.

Adhere to established subculture protocols for continued growth and maintenance of the cell line, ensuring reliable experimental outcomes.
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https://www.cellosaurus.org/Not%20assigned%20%28CRISPR-modified%20U2OS%20derivative%3B%20parental%20U2OS%20CVCL_0042%29

KONTROLA KVALITY A KRYOKONZERVACE

Sterilita

Kontaminace mykoplazmaty je vylouéena jak pomoci testll zaloZzenych na PCR, tak pomoci luminiscenénich metod detekce mykoplazmy.
Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou bunécné kultury denné podrobovany vizualnim
kontrolam.

Mrazici médium Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni rlistové médium (véetn& FBS) + 10 %
DMSO pro zajisténi dostate¢né zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové
Cislo 800100 spolecnosti Cytion), které obsahuje optimalizované osmoprotektanty a
metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a snizeni stresu zplsobeného kryo.

Podminky skladovani

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196 °C. Skladovani pfi -80 °C je
pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Dopravni podminky

Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovéfenych, izolovanych obalech s dostate€nym mnoZstvim chladiva, aby se
po celou dobu prepravy udrzovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvicky do vhodného
skladu.

DARCE
Vék darce 15 let
Etnicka pfislusnost Kavkazsky

PRAVNI INFORMACE A BEZPECNOSTNIi POKYNY

Bezpecénostni opatieni

PFi planovani ulozeni kryovialu v kapalném dusiku pro budouci rozmrazeni je nutné dodrzovat pfisna bezpec€nostni opatfeni. Nezbytné jsou
vhodné ochranné rukavice a odév a pfi prenaseni zmrazenych vzorkd do nadrze s kapalnym dusikem nebo z ni je nutné pouzivat obli¢ejovou
masku nebo ochranné bryle. To proto, aby se snizilo riziko zranéni v dlsledku moZnych vybuchd kryovial(i pfi jejich vyjimani, které mohou mit
za nasledek vystielovani ostrych Glomkd.

Zaruka

Ve spolecénosti Cytion si stojime za kvalitou a Zivotaschopnosti nasich produktd.

Zaru€ujeme, Ze naSe buiiky budou zivotaschopné na zacatku kultivace po dobu 60 dnli po odeslani z nasich zafizeni.
Zaru€ujeme, Ze vSechny materialy odpovidaji specifikacim popsanym v certifikatu analyzy a/nebo v produktovém listu

Uplné informace naleznete v naSem <a href=""/Kdo-jsme/Zaruka/"" hreflang=""x-default"">Zaru¢nim prohlaseni
Plati smlouvy s tfetimi stranami Yes
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