
יללכ עדימ

Description
U-2 OS-CRISPR-NUP96-mEGFP באה םיאתה וקב ורוקמש תיטנג סדנוהמ םיאת וק אוה U-2 OS ירמונומה גתה לש תדקוממ הרדחה בלשמ הז םיאת וק .תישונא המוקרסואטסוא לש Enhanced Green Fluorescent Protein (mEGFP) ןגה סוקולב NUP96, םינגה תכירע תייגולונכט תועצמאב
CRISPR-Cas9. NUP96, םע ולש גוזימהו ,תיניערג הרובחתל ינויח ,תויניערגה תויבובקנה לולכממ קלח mEGFP המזלפוטיצל ןיערגה ןיב העונתהו תיניערגה הרובחתה ינונגנמ לע תובושח תונבות קפסמו ,יטנצסרואולפ פוקסורקימ תחת תויניערגה תויבובקנה לש הקימנידה לש תמא ןמזב הימדה רשפאמ.

.תיניערג הלבוה תועפותו ןטרס רקחמ ,תיאת היגולויבב םדקתמ רקחמב עייסמו ,אתה הנבמ לע םיטרופמ םירקחמו ההובג היצולוזרב הימדה תוקינכט רובע דחוימב ישומישל 195 'סמ U-2 OS-CRISPR-NUP96-mEGFP טוביש תא ךפוה רבדה .יוסינה תואצותב עוגפל תולולעש יאוול תועפות רעזממו ,תקיודמ םינג תכירע חיטבמ CRISPR תייגולונכטב שומישה .תורורגלו ןטרס יאת לש הריגהל םירושקה םירקחמב ינויחה ,קזח ילטלקסוטיצ הנבמ ללוכ ,U-2 OS תלשוש לש םייסופיטה םינייפאמה לע רמושו NUP96-mEGFP ךותיהה ןובלח לש ביציה יוטיבה לשב רחבנ ,195 ורפסמש ,הז יפיצפס טוביש

Organism םדא

Tissue םצע

Disease המוקרסואטסוא

םינייפאמ

Age םינש 15

Gender הבקנ

Ethnicity יזקווק

Morphology לתיפא יומד

Growth
properties

קבד

םיירוטלוגר םינותנ

Citation U-2 OS-CRISPR-NUP96-mEGFP 195 'סמ טוביש (יגולטק רפסמ Cytion 300174)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_B7FJ

Depositor (EMBL) גרבנלא תדבעמ

GMO Status GMO-S1: תישונא המוקרסואטסוא לש הז םיאת וק (U2OS-CRISPR-NUP96-mEGFP, 195 טוביש) ן'זויפ ליכמ NUP96-mEGFP סדנוהמ CRISPR םירחא תומוקמב הנוש תויהל יושעו הינמרגב קר לח הז גוויס .ביצי ןפואב בלושמ יונישה .תויניערג תויבובקנ לש םיסקלפמוק רחא יטנצסרואולפ בקעמ רשפאמה ,תיטנל הרבעה תועצמאב סנכוהש.
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םיירלוקלומ-ויב םינותנ

Protein
expression

MEGFP (גיותמ ,96 תויניערג תויבובקנ בכרומ ןובלח mEGFP)

לופיט

Culture
Medium

McCoys 5a, w: 3.0 g/L זוקולג, w: ןימטולג ביצי, w: 2.0 mM טבוריפ ןרתנ, w: 2.2 g/L NaHCO3 (טירפ רפסמ Cytion 820200a)

Supplements FBS, 1% NEAA 10% הסימתל ףסוה

Dissociation
Reagent

זאטוקא

Subculturing ךשמל 300xg-ב הגופירטנצב בבוס זאו ,הסימתל םתוא ריזחהל ידכ םוידמ לש ל"מ 10 םע םיאתה תא תונידעב בברע ,הריגדה רחאל .םתוא קתנל ידכ תוקד 8-10 ךשמל רדחה תרוטרפמטב הריגדל םיאתה תא ראשה .T75 יקובקב רובע ל"מ 2.5-ו T25 יקובקב רובע ל"מ 1-2-ב שומיש ךות ,Accutase-ב ןיטולחל םיאתה תא הסכ ,ןכמ רחאל .ל"מ 5-10-ב שמתשה ,T75 יקובקב רובעו ,PBS ל"מ 3-5-ב שמתשה ,T25 יקובקב רובע .םויזנגמו ןדיס אלל PBS-ב םתוא ףוטשו םיקובדה םיאתהמ ןשיה םוידמה תא רסה
.ירט םוידמ תוליכמ רבכש תושדח תוחלצל םתוא רבעהו ירט םוידמב הסימתל םיאתה תא רזחה ,ןוילעה לזונה תא ךלשה .תוקד 3

Seeding
density

ר"מס/םיאת x 104 3 דע 2

Fluid renewal עובשב םימעפ 3 דע 2

Freeze
medium

.האפקהמ םרגנה ץחלה תא תיחפהלו תוששואתהה תא רפשל ידכ םירפושמ םזילובטמ יבציימו םינגמ-ומסוא םירמוח ללוכה ,(Cytion 800100 יגולטק רפסמ) CM-1 וא ,הרשפהה רחאל התואנ תוינויח חיטבהל ידכ 10% DMSO + (FBS ללוכ) אלמ לודיג םוידמב םישמתשמ ונא ,רוריקב רומישל םוידמכ
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Thawing and
Culturing Cells 1. .הלבוהה ךלהמב תילמיטפוא הרוטרפמט לע רומשל ידכ שבי חרקב םיחלשנ םיאתה ןכש ,הריסמה תעב ןיטולחל אופק ראשנ ןוקובקבהש אדו

2. .תידיימ תיברת תשרדנ םא 3 בלשל ךשמה וא ,םיאתה תומלש תרימש תא חיטבהל ידכ 150°C-מ הכומנ הרוטרפמטב דימ ינגוירקה ןוקובקבה תא ןסחא ,חולשמה תלבק םע

3. .ןטק חרק שוג רתונש דע תוינש 40-60 ךשמב ןידע בוברע ךות ,ילאיבורקימ-יטנא רמוחו םייקנ םימ םע סויזלצ תולעמ 37 לש הרוטרפמטב םימ טבמאב ותליבט ידי לע תוריהמב ןוקובקבה תא רישפה ,תידיימ תיברת ךרוצל

4. .החיתפה ינפל 70% לונתאב ילאווירקה ןוקובקב תא אטחו ,ףדנמב םיילירטס םיאנתב םיאבה םיבלשה לכ תא עצב

5. .ןידע בוברע ךות ,רדחה תרוטרפמטב תיברת עצמ לש ל"מ 8 ליכמה ל"מ 15 חפנב הגופירטנצ רוניצל םיאתה תסימת תא רבעהו אטוחמה ןוקובקבה תא תוריהזב חתפ

6. .האפקהה עצמ תויראש תא ליכמה ןוילעה לזונה תא תוריהזב וקרזו ,םיאתה תא דירפהל ידכ תוקד 3 ךשמל x g 300-ב הגופירטנצב תבורעתה תא ובבוס

7. .םיאתה לש תוליעי החימצו היצקארטניא םדקל ידכ תחא T25 תיחולצל עצמה לכ תא וריבעה ,הסימת תויוברת רובע ;T25 תיברת תויחולצ ינש ןיב הסימתה תא וקלח ,םידמצנ םיאת רובע .ירט תיברת עצמ לש ל"מ 10-ב םיאתה עקשמ תא תונידעב ורשה

8. .תונימא יוסינ תואצות חיטבהל ידכ ,םיאתה וק לש הקוזחתו החימצ ךשמהל םיעובק תוברת-תת ילוקוטורפ לע ודיפקה

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, החל הריווא.

Flask Coating דחא ףא

Freezing
Procedure .םיאתמ ןוסחאל יוחיד אלל םינוקובקבה תא ריבעהלו דימ לכמה תא קודבל שי ,חולשמה תלבק םע .הלבוהה ךלהמב -78°C-כ לש הרוטרפמט לע רומשל ידכ רוריק רמוח לש תקפסמ תומכ םע תדדובמו תרשואמ הזיראב שבי חרקב תוחלשנ ואפקוהש םיאת תורוש

Shipping
Conditions .םיאתמ ןוסחאל יוחיד אלל םינוקובקבה תא ריבעהלו דימ לכמה תא קודבל שי ,חולשמה תלבק םע .הלבוהה ךלהמב -78°C-כ לש הרוטרפמט לע רומשל ידכ רוריק רמוח לש תקפסמ תומכ םע תדדובמו תרשואמ הזיראב שבי חרקב תוחלשנ ואפקוהש םיאת תורוש

Storage
Conditions .ילזונ ןקנחל הרבעה ינפל רצק םייניב דעצכ קר לבוקמ סויזלצ תולעמ 80 לש הרוטרפמטב ןוסחא .סויזלצ תולעמ 196 דע 150-כ לש הרוטרפמטב ידא לש בצמב ילזונ ןקנחב םינוקובקבה תא חינהל שי ,ךורא חווטל רומישל

HLA / יטנג ליפורפ / תוכיא תרקב

Sterility
.היצנצסינמול תוססובמ המסלפוקימ יוהיז תוטישו PCR תוססובמ תוקידב תועצמאב ללשנ המסלפוקימב םוהיז

.תוימוי תוילאוזיו תוקידב תורבוע םיאתה תויוברת ,ירמש וא יתיירטפ ,יקדייח םוהיז ןיאש חיטבהל ידכ
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