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Obecné informace

Description
Stabilni bunky HEK293-Rpn11-HTBH predstavuji stabilné transfekovanou odvozeninu bunécéné linie HEK293
(Human Embryonic Kidney 293), geneticky upravené tak, aby exprimovaly znacenou verzi Rpnll (znamého také
jako PSMD14 nebo POH1), deubiquitinazovou podjednotku vi¢ka 26S proteasomu. Rpnll je Zn**-dependentni
deubiquitinaza s doménou JAMM, ktera béhem proteasomalni degradace odstranuje ubikvitinové fetézce ze
substrat( vazanych na proteasom. Znacka HTBH (hexahistidin-TEV-biotinovy akceptorovy peptid-hexahistidin)
umozriuje afinitni purifikaci komplext obsahujicich Rpn11 za nativnich podminek, diky ¢emuz je tato bunééna
linie obzvlasté vhodna pro purifikaci proteasomovych komplexd a studium interaktomd.
Tato bunécna linie je pouzitelna ve studiich biologie 26S proteasomu, regulace ubikvitin-proteasomové drahy
(UPS), funkce Rpn11/PSMD14 pri kontrole kvality protein(, sestavovani a dynamiky proteasomu a mechanismu
Ucinku inhibitort proteasomu. PouZiva se také k afinitni purifikaci nativnich proteasomovych komplext a jako
model pro studium biologie deubiquitinaz v kontextu proteasomu. Znackovaci systém HTBH umoZnuje vysoce
selektivni purifikaci biotinylovanych komplex pomoci pulldown( na bazi streptavidinu.
Stabilni buriky HEK293-Rpn11-HTBH se kultivuji jako adhezivni kultura v médiu DMEM doplnéném 10 % FBS a
prislusnym selekénim antibiotikem k udrZeni exprese transgenu pfi teploté 37 °C ve zvlh¢ené atmosfére s 5 %
CO,. Buriky se subkultivuji pomoci Accutase pfi 80-90 % konfluence (pomér déleni 1:5 az 1:10). Médium se
obnovuje kazdé 2-3 dny.

Organism Clovék

Tissue Ledviny

Disease Transformovana/imortalizovana fetalni ledvina (na pozadi HEK293; transgen Rpn11-HTBH)

Applications Biologie proteasomu 26S; funkce Rpn11/PSMD14; ubikvitin-proteasomova draha; purifikace proteasomového
komplexu; biologie deubikvitinaz; afinitni purifikace pomoci HTBH-tag; studie interaktomu proteasomu

Charakteristika

Morphology Epitelu podobné

Cell type Epitelové buriky

Growth Adherentni

properties

~ & .
Regulacni udaje
Citation Stabiln{ buriky HEK293 - Rpn11-HTBH (katalogové ¢&islo Cytion 305719)
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Biosafety level

NCBI_TaxID

GMO Status

1

9606

GMO-S1: Tento derivat bunék HEK293 obsahuje stabilné integrovanou expresni kazetu Rpn11-HTBH
(Rpn11/PSMD14 znaceny sekvenci hexahistidin-TEV-biotinovy akceptorovy peptid-hexahistidin). Tato klasifikace
plati pouze v Némecku a v jinych zemich se muze lisit.

Biomolekularni data

Zpracovani

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku
Cytion 820300a)

Doplrite médium o 10% FBS

Vétsina bunék se v PBS uvolni; v pfipadé potfeby pridejte Accutase a nechte plsobit 5 minut pfi pokojové
teploté

priblizné 24 az 36 hodin

Odstrante médium, promyjte PBS bez vapniku a hor¢iku, zalijte Accutase, inkubujte 8-10 minut pfi pokojové
teploté, resuspendujte v médiu, odstredte pfi 300xg po dobu 3 minut, supernatant vylijte a znovu naockujte do
Cerstvého média.

1az10

4 2
2az4x10 bunék/cm

Kazdé 2 a7z 3 dny

Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium + 10% DMSO pro zajisténi dostatecné
medium Zivotaschopnosti po rozmrazent.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmrazena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni bud okamZité uloZte kryovialku pfi teploté nizsi neZ -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 200 x g po dobu 5 minut, supernatant obsahujici mrazici médium opatrné
zlikvidujte.

7. Postupujte podle postupu popsaného v ¢asti Obnova po rozmrazeni

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza
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