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U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1
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VISPARIGA INFORMACIJA

Apraksts

U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 ir genoma redigéta cilvéka osteosarkomas $inu Iinija, kas ieglta no U20S stnam, kuras endogénais SEH1L
(SEH1) géns ir modificéts, izmantojot CRISPR/Cas9 tehnologiju, lai kodétu in-frame SNAPf tagu. SEH1 ir Y-kompleksa (pazistams arT ka
NUP107-160 komplekss) komponents, kas ir kodola poru kompleksa (NPC) galvenais strukturalais modulis, kas veicina poru skeleta montazu
un stabilitati. levietojot SNAPf kodéjoSo sekvenci endogénaja lokusa, markéta SEH1 proteina ekspresija notiek saskana ar dabisko
reguléjoso kontroli, saglabajot fiziologiskos ekspresijas [Tmenus un minimizé&jot traucéjumus kodola poru sastava.

SNAPf markieris ir inZenierijas izstradats, atri reagéjoss SNAP markiera variants, kas kovalenti saistas ar benzilguanina konjugétiem
substratiem, laujot selektivi un stabili markét dzivas vai fiksétas Sinas. U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 S0nas fuzijas proteins lokalizéjas kodola
apvalka punktveida modelr, kas ir raksturigs NPC izplatibai. Ta ka markéSana notiek endogéno proteinu liment, 8T sistéma ir labi piemérota
kvantitativai fluorescences mikroskopijai, superizskirtspéjas attélveidoSanai un vienu dalinu izsekoSanas analizeém, kuru mérkis ir izpétit NPC
organizaciju un stehiometriju. U20S $0nu plakana morfologija un lielie kodoli vél vairak atvieglo kodola apvalka struktdru vizualizaciju augsta
iz8kirtspéja.

SEH1 piedalas NPC biogénézé un ir iesaistits ari kinetohoru saistitajos procesos mitozes laika. Tadéjadi 8t Stnu linija nodroSina stabilu
platformu, lai pétitu Stnu cikla atkarigo NPC montazu un demontazu, Y kompleksa telpisko organizaciju poru skeleta ietvaros un SEH1
potencialo dubulto lomu kodola apvalka un mitotiskajos kinetohoros. U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 |auj veikt mehaniskos pétijumus par
kodola poru arhitektaru un dinamiku fiziologiski atbilstoSos ekspresijas apstaklos.

Audums Bone

Slimiba Osteosarkoma

Metastazu vieta Primara audzéja lokalizacija (kauls)
Pieteikumi

Y-kompleksa/NUP107-160 kompleksa biologija; SEH1 loma NPC karkasa veidoSana; ar kinetohoru saistitas NPC sastavdalas; NPC
stehiometrija; SNAP ,pulse-chase” markéSana; superizskirtspéjas mikroskopija; NPC biogéneze; mitotiska NPC izjauk§8ana un atkartota
salik§ana

KLASIFIKACIJA

Organisms Cilveks
Sekss Sieviete
Augsanas 1pasibas Atbalstitajs
GMO statuss GMO-S1

Sikaka informacija par GMO statusu

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.

Biologiskas drosibas limenis 1

RAKSTURLIELUMI

Morfologija Epitélijveidigs

Sanu tips Epitelio Stnas (osteosarkoma)
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Laiks, kas nepiecieSams, lai skaits aptuveni 24 Iidz 36 stundas
dubultojas

IDENTIFIKATORI

Atsauce
U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 (Cytion kataloga numurs 300664)

NCBI nodoklu identifikacijas numurs 9606

Cellosaurus Not assigned (CRISPR-modified U20S derivative; parental U20S CVCL 0042)

nogulditajs Ellenberga laboratorija (EMBL)

PAZIMES UN UZNEMIBA

Proteinu ekspresija
SEH1, SNAPf-tag

APSTRADE UN AUDZESANA

Barotne

McCoys 5a, w: 3,0 g/l glikoze, w: stabils glutamins, w: 2,0 mM natrija piruvats, w: 2,2 g/l NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820200a)
Inkubacijas vide 37°C, 5%C02, mitrinata atmosféra.

Papildinajumi
Papildinat barotni ar 10% FBS, 3,0 g/l glikozes, stabilu glutaminu, 2,0 mM natrija piruvata, 2,2 g/l NaHCO3, 1% NEAA

Disociacijas reagents Accutase

ParstadiSana

Nonemt veco barotni no pielipusajam Sinam un mazgat tas ar PBS, kura nav kalcija un magnija. T25 kolbam izmantojiet 3-5 ml PBS, bet T75
kolbam - 5-10 ml. Péc tam pilniba parklajiet Stnas ar Accutase, izmantojot 1-2 ml T25 kolbam un 2,5 ml T75 kolbam. Laujiet SGnam
inkubéties istabas temperattra 8-10 minutes, lai tas atdalitos. Péc inkubacijas uzmanigi samaisiet Stnas ar 10 ml barotnes, lai tas atkartoti
suspendétu, péc tam centrifugéjiet 3 minates ar 300xg. Izmetiet supernatantu, atkartoti suspendéjiet Sinas svaiga barotné un parvietojiet tas
jaunas kolbas, kuras jau ir svaiga barotne.

Sadalijuma attieciba no1llidz 3
Sésanas blivums 1 lidz 3 x 104 Stnas/cm?
Skidruma atjaunosana 2 lidz 3 reizes nedéla

Atkausésana un kultivésana

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

KVALITATES KONTROLE UN KRIOKONSERVACIJA

Sterilitate

Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas mikoplazmas noteik§anas
metodes.

Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, Stnu kultdras katru dienu vizuali parbauda.

Saldésanas barotne Ka kriokonservéSanas barotni més izmantojam pilnvértigu augSanas barotni (ieskaitot FBS)
+ 10 % DMSO, lai nodroSinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkauséSanas, vai CM-1 (Cytion
kataloga numurs 800100), kas ietver optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos
stabilizatorus, lai uzlabotu atveseloSanos un samazinatu krioinducéto stresu.

Uzglabasanas nosacijumi

ligstoSai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapeklr ar tvaika fazi aptuveni -150 Iidz -196 °C temperatdra. Uzglabasana -80 °C
temperatara ir pielaujama tikai ka 1ss starpposms pirms parvietoSanas uz Skidro slapekli.

Piegades nosacijumi

Kriokonservétas Stnu lnijas tiek shtitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai
visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperattru. Péc sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties
parvietojiet flakonus uz atbilstoSu uzglabasanas vietu.

ZIEDOTAJS
Donora vecums 15 gadi
Etniska piederiba Kaukazietis

JURIDISKIE JAUTAJUMI UN DROSIBA

Drosibas pasakumi

Planojot uzglabat kriokvialu Skidra slapeklt turpmakai atkauséSanai, obligati jaievero stingri droSibas pasakumi. Ir nepiecieSami pieméroti
aizsargcimdi un apgérbs, un, parvietojot sasaldétos paraugus uz $kidra slapekla tvertni vai no tas, ir jalieto sejas maska vai aizsargbrilles. Tas
jadara, lai mazinatu traumu risku, ko var radit iespéjamas kriokriovialu eksplozijas, kas var izraisit asu fragmentu izmeSanu.

Garantija

Uznémuma Cytion més atbalstam savu produktu kvalitati un dzivotspéju.

Més garantéjam, ka masu Snas bis dzivotspéjigas kultivéSanas sakuma 60 dienas péc nosutiSanas no misu razotném.

Més nodrosSinam, ka visi materiali atbilst analizes sertifikata un/vai produkta lapa aprakstitajam specifikacijam

Lai iegutu sikaku informaciju, l0dzu, skatiet misu <a href=""/"/Kas més esam/garantija/"" hreflang=""x-default"">Garantijas pazinojumu

Tiek pieméroti ligumi ar treSajam Yes

personam
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