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INFORMACJE OGOLNE

Opis

U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 to zmodyfikowana genetycznie linia komdrek ludzkiego osteosarcoma pochodzaca z komérek U20S, w ktorej
endogenny gen SEH1L (SEH1) zostat zmodyfikowany przy uzyciu technologii CRISPR/Cas9 w celu zakodowania znacznika SNAPf w ramce.
SEH1 jest sktadnikiem kompleksu Y (znanego réwniez jako kompleks NUP107-160), podstawowego modutu strukturalnego kompleksu poréw
jadrowych (NPC), ktory przyczynia sie do montazu i stabilnosci szkieletu poréw. Poprzez wstawienie sekwencji kodujacej SNAPf w
endogenicznym locus, oznaczone biatko SEH1 jest wyrazane pod natywna kontrolg regulacyjna, zachowujac fizjologiczne poziomy ekspresji i
minimalizujgc zaburzenia w sktadzie poréw jadrowych.

Tag SNAPT jest zmodyfikowana, szybko reagujaca odmiang tagu SNAP, ktéra kowalencyjnie wigze substraty sprzezone z benzyloguaning,
umozliwiajac selektywne i stabilne znakowanie fluorescencyjne w zywych lub utrwalonych komérkach. W komérkach U20S-CRISPR-SNAP{-
SEH1 biatko fuzyjne lokalizuje sie w otoczce jgdrowej w postaci charakterystycznego dla rozmieszczenia NPC wzoru punktowego. Poniewaz
znakowanie odbywa sie na poziomie biatek endogennych, system ten dobrze nadaje sie do ilosciowej mikroskopii fluorescencyjnej,
obrazowania w superrozdzielczosci oraz analiz $ledzenia pojedynczych czastek, majacych na celu roztozenie organizacji i stechiometrii NPC.
Ptaska morfologia i duze jadra komérek U20S dodatkowo utatwiajg wizualizacje struktur otoczki jadrowej w wysokiej rozdzielczosci.

SEH1 uczestniczy w biogenezie NPC, a takze bierze udziat w procesach zwigzanych z kinetochorem podczas mitozy. W zwigazku z tym ta
linia komorkowa stanowi solidng platforme do badania zaleznego od cyklu komdrkowego montazu i demontazu NPC, organizaciji
przestrzennej kompleksu Y w szkielecie poréw oraz potencjalnej podwajnej roli SEH1 w otoczce jgdra komdrkowego i kinetochorach
mitotycznych. U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 umozliwia badania mechanistyczne architektury i dynamiki poréw jadrowych w warunkach
ekspresji istotnych z fizjologicznego punktu widzenia.

Chusteczka Kos¢
Choroba Miesak kosciopochodny
Miejsce przerzutéw Miejsce wystepowania guza pierwotnego (kos¢)

Zastosowania

Biologia kompleksu Y/kompleksu NUP107-160; rola biatka SEH1 w tworzeniu szkieletu NPC; sktadniki NPC zwigzane z kinetochorem;
stechiometria NPC; znakowanie metoda ,pulse-chase” z uzyciem SNAP; mikroskopia superrozdzielcza; biogeneza NPC; rozpad i ponowne
tworzenie NPC podczas mitozy

KLASYFIKACJA

Organizm Cztowiek
Seks Kobieta
Wiasciwosci zwiazane ze wzrostem Zwolennik
Status GMO GMO-S1

Szczegotowe informacje dotyczace 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 modification is stably present. This classification applies only within Germany and may differ
elsewhere.
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Typ komorki Komérki nabtonkowe (osteosarcoma)

Czas podwojenia ok. 24-36 godzin

IDENTYFIKATORY

Zrédto

U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 (numer katalogowy Cytion 300664)
Numer identyfikacji podatkowej NCBI 9606

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

Wkiadca Laboratorium Ellenberg (EMBL)

EKSPRESJA | PODATNOSC

Ekspresja biatek
SEH1, znacznik SNAPf

POSTEPOWANIE | HODOWLA

Pozywka hodowlana

McCoys 5a, w: 3,0 g/l glukozy, w: stabilna glutamina, w: 2,0 mM pirogronianu sodu, w: 2,2 g/l NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820200a)
Atmosfera inkubacyjna 37°C, 5%C02, nawilzona atmosfera.

Suplementy
Uzupetni¢ pozywke o 10% FBS, 3,0 g/l glukozy, stabilng glutamine, 2,0 mM pirogronianu sodu, 2,2 g/l NaHCO3, 1% NEAA

Odczynnik dysocjacyjny Accutase

Hodowla komérek w subkulturze

Usun starg pozywke z przylegajacych komorek i przemyj je PBS, kt6ry nie zawiera wapnia i magnezu. W przypadku kolb T25 nalezy uzy¢ 3-5
ml PBS, a w przypadku kolb T75 5-10 ml. Nastepnie catkowicie pokryj komorki Accutase, uzywajac 1-2 ml dla kolb T25i 2,5 ml dla kolb T75.
Pozwdl komdrkom inkubowac¢ w temperaturze pokojowej przez 8-10 minut, aby je oddzieli¢. Po inkubacji delikatnie wymieszaj komérki z 10
ml pozywki, aby ponownie je zawiesi¢, a nastepnie odwiruj przy 300xg przez 3 minuty. Odrzuci¢ supernatant, ponownie zawiesi¢ komérki w
Swiezej pozywce i przenies¢ je do nowych kolb zawierajgcych juz Swiezg pozywke.

Wspétczynnik podziatu od1do3
Gestos¢ wysiewu od 1 do 3 x 104 komdrek/cm?
Odnawianie ptynéw 2 do 3 razy w tygodniu

Rozmrazanie i hodowla

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 JAKOSCI | KRIOKONSERWACJA

Bezptodnos$é

Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod wykrywania mykoplazmy opartych
na luminescenc;ji.

Aby upewnic sig, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sg poddawane codziennym
kontrolom wizualnym.

Pozywka do zamrazania Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) +
10% DMSO w celu zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer
katalogowy Cytion 800100), ktéra zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory
metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i zmniejszenia stresu wywotanego
kriokonserwacja.

Warunki przechowywania
W celu diugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od -150 do -196 °C.
Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krotki etap przejsciowy przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Warunki wysytki

Linie komorkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych opakowaniach z wystarczajaca
iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymac temperature okoto -78°C przez caly czas transportu. Po otrzymaniu przesyiki nalezy natychmiast
sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przeniesc¢ fiolki do odpowiedniego miejsca przechowywania.

DARCZYNCA
Wiek dawcy 15 lat
Pochodzenie etniczne Kaukaski

KWESTIE PRAWNE | BEZPIECZENSTWO

Srodki bezpieczenstwa

Planujac przechowywanie kriofiolek w ciektym azocie w celu ich p6zZniejszego rozmrozenia, nalezy bezwzglednie przestrzegac
rygorystycznych srodkéw bezpieczenstwa. Niezbedne sg odpowiednie rekawice i odziez ochronna, a podczas przenoszenia zamrozonych
prébek do lub ze zbiornika z ciektym azotem wymagane jest stosowanie maski lub okularéw ochronnych. Ma to na celu zmniejszenie ryzyka
obrazen spowodowanych potencjalnymi eksplozjami kriowialu podczas wyjmowania, ktére moga skutkowa¢ wyrzuceniem ostrych
fragmentow.

Gwarancja

W Cytion gwarantujemy jakos¢ i zywotnos¢ naszych produktow.
Gwarantujemy, ze nasze komérki beda zywotne na poczatku hodowli przez 60 dni po wysytce z naszych zaktadow.
Zapewniamy, ze wszystkie materialy sg zgodne ze specyfikacjami opisanymi w certyfikacie analizy i/lub karcie produktu

Szczego6towe informacje mozna znalez¢ w naszej <a href=""/Who-we-are/Warranty/*" hreflang=""x-default"">0O$wiadczeniu gwarancyjnym
Obowiazuja umowy z podmiotami Yes
zewnetrznymi
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