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Altalanos informaciok

Description
Az U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 egy genomszerkesztett human osteosarcoma sejtvonal, amely U20S sejtekbdl

szarmazik, és amelyben az endogén SEH1L (SEH1) gént CRISPR/Cas9 technoldgiaval mddositottak, hogy egy in-
frame SNAPf tagot kddoljon. Az SEH1 a Y-komplex (mas néven NUP107-160 komplex) egyik komponense, amely
a nuklearis péruskomplex (NPC) kézponti szerkezeti modulja, és hozzajarul a porusvaz szerkezetének
Osszeallitasahoz és stabilitasahoz. A SNAPf kddolo szekvencia beillesztésével az endogén [6kuszba a cimkézett
SEH1 fehérje nativ szabalyozé kontroll alatt expresszalodik, megérizve a fizioldgiai expresszios szinteket és
minimalizalva a nuklearis pdrus 6sszetételének zavarait.

A SNAPf tag a SNAP-tag egy modositott, gyorsan reagalé valtozata, amely kovalens kotéssel kapcsolddik a
benzilguanin-konjugalt szubsztratokhoz, lehet6vé téve a szelektiv és stabil fluoreszcens jel6lést él6 vagy fixalt
sejtekben. Az U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 sejtekben a fuzids fehérje az NPC eloszlasara jellemz6 pontszert
mintazatban lokalizalédik a magmembranban. Mivel a jel6lés endogén fehérjeszinteken torténik, ez a rendszer
kivaléan alkalmas kvantitativ fluoreszcens mikroszkdpiara, szuperfelbontasu képalkotasra és egyrészecske-
kovetési elemzésekre, amelyek célja az NPC szervezGdésének és sztochiometriajanak feltarasa. Az U20S sejtek
lapos morfoldgiaja és nagy magjai tovabb megkonnyitik a magmembran struktirainak nagy felbontas
vizualizalasat.

A SEH1 részt vesz az NPC biogenezisében, és szerepet jatszik a mitdzis soran a kinetokdrhoz kapcsolédé
folyamatokban is. Ennek megfeleléen ez a sejtvonal robusztus platformot biztosit a sejtciklus-fliggé NPC
Osszeszerelésének és szétszerelésének, a Y-komplex térbeli szervez6désének a pérusvazon beliil, valamint a
SEH1 potencialis ketts szerepének a sejtmembranon és a mitotikus kinetokdrokon torténd vizsgélatahoz. Az
U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 lehet6vé teszi a nuklearis porusok szerkezetének és dinamikajanak mechanisztikus
vizsgalatat fizioldgiailag relevans expresszids korilmények kozott.

Organism Emberi
Tissue Csont
Disease Osteosarcoma
Jellemzok
Age 15 év
Gender NGi
Ethnicity Kaukazusi
Morphology Epithelszer(i

Growth Adherent
properties
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Szabalyozasi adatok

Citation U20S-CRISPR-SNAPf-SEH1 (Cytion katalégusszam 300664)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606
Depositor Az Ellenberg Labor (EMBL)
GMO Status GMO-S1: Ez a human osteosarcoma sejtvonal (U20S-CRISPR-CRISPR-SNAPf-SEH1) egy CRISPR-kozvetitett

SNAPf-SEH1 fizi6t tartalmaz, amely lehetévé teszi a SEH1 nukleoporin szelektiv jelélését. A mddositas stabilan
jelen van. Ez az osztalyozas csak Németorszagban érvényes, mashol ettdl eltérhet.

Biomolekularis adatok

Protein SEH1, SNAPf-tag
expression
[ d
A kezelese
Culture McCoys 5a, w: 3,0 g/L gliikdz, w: stabil glutamin, w: 2,0 mM natrium-piruvat, w: 2,2 g/L NaHCO3 (Cytion cikkszam:
Medium 820200a)
Supplements A taptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel, 3,0 g/L gliikdzzal, stabil glutaminnal, 2,0 mM natrium-piruvattal, 2,2 g/L

NaHCO3-mal, 1% NEAA-val

Dissociation Accutase
Reagent
Subculturing Tavolitsa el a régi taptalajt a megtapadt sejtekrdl, és mossa ket kalcium- és magnéziummentes PBS-szel. T25-

6s lombikokhoz 3-5 ml PBS-t, T75-6s lombikokhoz pedig 5-10 ml-t hasznaljunk. Ezutan fedjiik be a sejteket
teljesen Accutase-zal, T25 lombikok esetében 1-2 ml-t, T75 lombikok esetében 2,5 ml-t hasznélva. A sejteket 8-10
percig hagyjuk szobahémérsékleten inkubalni, hogy levaljanak. Az inkubalds utan 6vatosan keverjik 6ssze a
sejteket 10 ml tapfolyadékkal, hogy reszuszpendaljuk 6ket, majd centrifugaljuk 300xg-nél 3 percig. Dobja el a
feluliszét, szuszpendalja Ujra a sejteket friss tapfolyadékban, és helyezze at ket Gj lombikokba, amelyek mar
friss tapfolyadékot tartalmaznak.

Freeze Krioprezervald taptalajként teljes novekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a

medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalogusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralodas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Freezing
Procedure

Shipping
Conditions

. Ellendrizze, hogy az injekcios liveg a széllitaskor mélyh(itétt marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek

integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids liveget gy, hogy tiszta vizzel és

antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfliird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlk, amig egy kis jégcsomd nem marad.

. Az 6sszes tovabbi [épést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezzik el, és nyitas el6tt

fertétlenitsiik a kriofuilkét 70%-os etanollal.

. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t vatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15

ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék

fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss taptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a

szuszpenzi6t két T25-6s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkdlcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

. Asejtvonal folyamatos novekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultira

protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

or £ Aot Py
37°C, 5 /°C02’ parasitott légkor.

A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegend6 hiit6kozeggel,
hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfelels taroldhelyre.

A kriokonzervalt sejtvonalakat szarazjégen, validalt, szigetelt cscomagolasban szallitjak, elegendd hiitékozeggel,
hogy a szallit4s soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.
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Storage
Conditions Hosszd tavd tartdsitas céljabdl helyezze az livegeket gézfazisi folyékony nitrogénbe, kortilbelil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe val atvitel el6tt.

Minéségellendrzés [ Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyez6dést mind a PCR-alapu vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alapd mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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