
ةماع تامولعم

Description
U2OS-CRISPR-SNAPf-Nup133 ةيفلخ نم قتشم اًيثارو ةلدعم ةيرشب ةيمظع ةيناطرس ايالخ طخ وه U2OS عضوم ليدعت مت ثيح ،ةيلصألا NUP133 ةطساوب مونيجلا ريرحت مادختساب يلخادلا CRISPR/Cas9 ةمالع زيمرتل SNAPf ةيفرطلا C. NUP133 بكرم يف يساسأ نوكم وه Y (بكرم NUP107-160)، ةيوونلا ماسملا بكرم عيمجتل يرورض يلكيه يعرف بكرم وهو
(NPC) زيمرت لسلست لاخدإ لالخ نم .هتنايصو SNAPf يولخلا تحت نيطوتلاو يجولويسفلا ريبعتلا تايوتسم ىلع ظفاحي امم ،يلصألا يميظنتلا مكحتلا تحت جمدملا نيتوربلا نع ريبعتلا متي ،يلخادلا عقوملا يف راطإلا يف.

-U2OS-CRISPR-SNAPf ايالخ يف .ذافنلل ةلباق ريغ وأ ذافنلل ةلباق SNAP زئاكر مادختساب ةتباثلا وأ ةيحلا ايالخلا يف Nup133 ـل تامادختسالا ةددعتمو ديدحتلا ةيلاع ةيرولف ةيمست حيتي اذهو .نيناوغليزنبلاب ةنرتقم زئاكر عم اًيمهاست لعافتي سدنهم O6-alkylguanine-DNA alkyltransferase وهو ،SNAP ةمالعل ةيمستلا عيرس ريغتم يه SNAPf ةمالع
Nup133، اهددجتو ةيوونلا ماسملا تاعمجم عيمجتل ةيكرحلا تاليلحتلاو ،دحاولا ءيزجلا عبتتو ،ةقدلا قئاف يمكلا رهجملل اًبسانم جذومنلا اذه لعجي امم ،فيفط لكشب نارثأتت ةيوونلا ماسملا تاعمجمل ةيسدنهلا ةينبلاو يئايميكلا نزاوتلا نإف ،يلخادلا عقوملا يف ثدحي ميسوتلا نأل اًرظنو .ةيوونلا ماسملا تاعمجمل زيمم يطقن طمنب يوونلا فالغلا يف جمدملا نيتوربلا نّطوتي.

.اًيلخاد ةموصوم ةيفاضإ لقن لماوع وأ تانيروبويلكون عم نارتقالاب ناولألا ددعتم ريوصتلا بيلاسأو ،يطبارتلا ينورتكلإلاو يئوضلا رهجملاو ،pulse-chase ةينقت مادختساب تامالعلا عضو براجتل صاخ لكشب ةبسانم U2OS-CRISPR-SNAPf-Nup133 ايالخ دعت .ةقدلا يلاع ريوصتلا لهسي امم ،ةريبك ىونو اًحطسم اًلكش U2OS ةيفلخ رفوت .ماسملا لكيه لخاد Y بكرمل يلكيهلا ميظنتلاو ،ماسقنالا دعب يوونلا عيمجتلا ةداعإو ينيبلا روطلا لالخ NPC نيوكتو ،يمزالبوتيسلا-يوونلا لقنلا تايكيمانيدو ،يوونلا لقنلا ةساردل ةيوق ةصنم يولخلا طخلا اذه رفوي

Organism ناسنإلا

Tissue ماظعلا

Disease ةيمظعلا ةيمظعلا اموكراسلا

صئاصخلا

Age ةنس 15

Gender ىثنأ

Ethnicity يزاقوق

Morphology ةراهظلاب هيبش

Growth
properties

مزتلم

ةيميظنتلا تانايبلا

Citation U2OS-CRISPR-SNAPF-Nup133 (300666 مقر نويتيس جولاتك)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

Depositor (EMBL) غربنيلإ ربتخم

GMO Status GMO-S1: ةيرشبلا ةيمظعلا اموكراسلل يولخلا طخلا اذه يوتحي (U2OS-CRISPR-SNAPf-Nup133) جامدنا ىلع SNAPf-Nup133 ةطساوب لَخدُملا CRISPR، نيروبويلكوين ىلع ةيرولف تامالع عضو حيتي امم Nup133. ىرخأ نكامأ يف فلتخي دقو طقف ايناملأ لخاد فينصتلا اذه قبطني .تابثب دوجوم لاخدإلا.
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ةيويحلا ةيئيزجلا تانايبلا

Protein
expression

Nup133، SNAPf-tagag

ةلوانملا

Culture
Medium

(أ 820200 ةداملا مقر) NaHCO3 رتل/مج 2.2 :ث ،مويدوصلا تافوريب رالوم يلم 2.0 :ث ،رقتسم نيماتولج :ث ،زوكولج رتل/مج 3.0 :ث ،أ 5 زيوكم

Supplements NEAA ٪1و ،NaHCO3 رتل/مج 2.2و ،مويدوصلا تافوريب نم رالوم يلم 2.0و ،رقتسم نيماتولغو ،زوكولج رتل/مج 3.0و ،FBS ٪10 طسولا ىلإ فضأ

Dissociation
Reagent

ساتوكأ

Subculturing .ديدج طسو ىلع لعفلاب يوتحت ةديدج ريراوق ىلإ اهلقناو ديدج طسو يف ايالخلا رمغ دعأو ،ةيفاطلا ةداملا نم صلخت .قئاقد 3 ةدمل 300xg ةعرسب اًيزكرم اهدرطا مث ،اهبيسرت ةداعإل طسولا نم لم 10 عم قفرب ايالخلا طلخا ،ةناضحلا دعب .اهلصفل قئاقد 10-8 ةدمل ةفرغلا ةرارح ةجرد يف نضتحت ايالخلا عد .T75 ريراوقل لم 2.5و T25 ريراوقل لم 2-1 مادختساب ،زاتوكأ مادختساب لماكلاب ايالخلا ةيطغتب مق ،مث .لم 10-5 مدختسا ،T75 ريراوقل ةبسنلابو ،PBS نم لم 5-3 مدختسا ،T25 ريراوقل ةبسنلاب .مويسينغملاو مويسلاكلا ىلإ رقتفي يذلا PBS مادختساب اهلسغاو ةقصتلملا ايالخلا نم ميدقلا طسولا ةلازإب مق

Freeze
medium

.ديربتلا نع مجانلا داهجإلا ليلقتو يفاعتلا زيزعتل ةنّسحُم ةيضيأ تاتبثمو ةيتكيتوريبومزومسأ ةيامح داوم نمضتي يذلاو ،(800100 مقر Cytion جولاتك) CM-1 وأ ديلجلا نابوذ دعب ةيفاك ةيويح ىلع ظافحلا لجأ نم 10% DMSO + (FBS كلذ يف امب) لماك ومن طسو مدختسن ،ديربتلاب ظفحلل طيسوك

Thawing and
Culturing Cells 1. .لقنلا ءانثأ ىلثملا ةرارحلا تاجرد ىلع ظافحلل فاج جلث ىلع ايالخلا نحش متي ثيح ،ميلستلا دنع قمعب ةدمجم ةروراقلا ءاقب نم دكأت

2. .ةبولطم ةيروفلا ةعارزلا تناك اذإ 3 ةوطخلا ىلإ لاقتنالا وأ ،ايالخلا ةمالس ىلع ظافحلا نامضل ةيوئم ةجرد 150- نم لقأ ةرارح ةجرد يف روفلا ىلع ةدربملا ةروراقلا نيزخت امإ ،مالتسالا دنع

3. .ةريغص جلث ةلتك ىقبت ىتح ةيناث 60-40 ةدمل قفرب كيرحتلا عم ،تابوركيملل داضم لماعو فيظن ءامب ةيوئم ةجرد 37 ةرارح ةجردب يئام مامح يف اهرمغ قيرط نع ةعرسب ةروراقلا ةباذإب مق ،يروفلا عارزتسالل

4. .اهحتف لبق لوناثيإلا نم %70 ةبسنب ةدربملا ةروراقلا ريهطت عم ،قفدت ءاطغ يف ةمقعم فورظ يف ةقحاللا تاوطخلا عيمج ءارجإ

5. .قفرب طلخلا عم ةفرغلا ةرارح ةجردب تبنتسملا طسو نم لم 8 ىلع يوتحي لم 15 ةعس يزكرم درط بوبنأ ىلإ ةيلخلا قلعم لقناو ةيانعب ةمقعملا ةروراقلا حتفا

6. .يقبتملا ديمجتلا طسو ىلع يوتحت يتلا ةيفاطلا ةداملا نم ةيانعب صلختو ايالخلا لصفل قئاقد 3 ةدمل مج × 300 دنع يزكرملا درطلاب طيلخلا درطا

7. .لاعف لكشب اهومنو ايالخلا لعافت زيزعتل ةدحاو T25 ةروراق ىلإ طسولا لك لقنا ،قيلعتلا عرازمل ةبسنلاب امأ ؛T25 ةعرزم يتروراق نيب قلعملا ميسقتب مق ،ةقصتلملا ايالخلل ةبسنلاب .ديدج ةعرزم طسو نم لم 10 يف قفرب ةيلخلا تايرك بيسرت داعُي

8. .ةقوثوم ةيبيرجت جئاتن نمضي امم ،هيلع ظافحلاو ةيلخلا طخ ومن رارمتسال اهب لومعملا يعرفلا عارزتسالا تالوكوتوربب مازتلالا

Incubation
Atmosphere .بطرم وج يف نوبركلا ديسكأ يناث نم %5و ،ةيوئم ةجرد 37
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Flask Coating
.نيجالوكلاب ةاطغم قابطأ وأ ريراوق مادختساب يصون ،نابوذلا دعب ىلثملا ةيحالصلاو لثمألا قلعتلا ىلع لوصحلل

Freezing
Procedure .بسانملا نزخملا ىلإ ريخأت نود ريراوقلا لقناو روفلا ىلع ةيواحلا صحفا ،مالتسالا دنع .لقنلا ةرتف لاوط اًبيرقت ةيوئم ةجرد 78- ةرارح ةجرد ىلع ظافحلل ٍفاك دربم عم ةقوثومو ةلوزعم تاوبع يف فاج جلث ىلع ديربتلاب ةظوفحملا ايالخلا تالالس نحش متي

Shipping
Conditions .بسانملا نزخملا ىلإ ريخأت نود ريراوقلا لقناو روفلا ىلع ةيواحلا صحفا ،مالتسالا دنع .لقنلا ةرتف لاوط اًبيرقت ةيوئم ةجرد 78- ةرارح ةجرد ىلع ظافحلل ٍفاك دربم عم ةقوثومو ةلوزعم تاوبع يف فاج جلث ىلع ديربتلاب ةظوفحملا ايالخلا تالالس نحش متي

Storage
Conditions .لئاسلا نيجورتينلا ىلإ لقنلا لبق ةريصق ةتقؤم ةوطخك طقف ةيوئم ةجرد 80- ةرارح ةجرد دنع نيزختلا لبقُي .ًابيرقت ةيوئم ةجرد 196- و 150- نيب حوارتت ةرارح ةجرد دنع راخبلا ةلحرم يف لئاس نيجورتين يف ريراوقلا عض ،دمألا ليوط ظفحلل

HLA / يثارولا فلملا / ةدوجلا ةبقارم

Sterility
.ةرانإلا ىلع ةمئاقلا امزالبوكيملا نع فشكلا قرطو (PCR) لسلستملا زاريميلوبلا لعافت ىلع ةمئاقلا تاسياقملا نم لك مادختساب امزالبوكيملاب ثولتلا دعبتسُي

.يمويلا يرصبلا صحفلل ايالخلا عرازم عاضخإ متي ةريمخ وأ يرطف وأ يريتكب ثولت دوجو مدع نامضلو
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