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Yleisia tietoja

Description
Stable HEK293 Cells-Rpn11-HTBH on HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) -solulinjasta, joka on muokattu
ilmentdmaan merkittya versiota Rpn11:sta (tunnetaan myds nimilld PSMD14 tai POH1), joka on 26S-
proteasomin kansikompleksin deubikitiinaasi-alayksikkd. Rpn11 on Zn?*-riippuvainen JAMM-domeeninen
deubiquitinaasi, joka poistaa ubikitiiniketjut proteasomiin sitoutuneista substraateista proteasomaalisen
hajoamisen aikana. HTBH-tunniste (heksahistidiini-TEV-biotiini-akseptoripeptidi-heksahistidiini) mahdollistaa
Rpn11:ta sisaltavien kompleksien affiniteettipuhdistuksen natiiviolosuhteissa, minkd ansiosta tama solulinja
sopii erityisen hyvin proteasomikompleksien puhdistukseen ja interaktomitutkimuksiin.

Tatd solulinjaa voidaan kayttda 26S-proteasomin biologian, ubikitiini-proteasomireitin (UPS) saatelyn,
Rpn11/PSMD14:n toiminnan proteiinien laadunvalvonnassa, proteasomin kokoonpanon ja dynamiikan seka
proteasomin estdjien vaikutusmekanismien tutkimuksissa. Sita kdytetdan myds natiivien
proteasomikompleksien affiniteettipuhdistukseen seka mallina deubikitiinaasibiologian tutkimiseen
proteasomin kontekstissa. HTBH-merkintdjarjestelma mahdollistaa biotinyloitujen kompleksien erittdin tarkan
puhdistuksen streptavidiinipohjaisten pulldown-menetelmien avulla.

Stabiileja HEK293-soluja (Rpn11-HTBH) yllapidetaan kiinnittyvana viljelmana DMEM-kasvatusliuoksessa, johon
on lisatty 10 % FBS:3a ja sopivaa valinta-antibioottia transgeenien ilmentymisen yllapitamiseksi 37 °C:ssa
kostutetussa 5 %:n CO,-ilmakehdssa. Solut siirrostetaan Accutase-entsyymilld, kun niiden konfluenssi on 80-90
% (jakosuhde 1:5-1:10). Kasvatusliuos uusitaan 2-3 paivan vélein.

Organism lhminen

Tissue Munuaiset

Disease Muunnettu/ikuistettu sikion munuainen (HEK293-tausta; Rpn11-HTBH-transgeeni)

Applications 26S-proteasomin biologia; Rpn11/PSMD14:n toiminta; ubikitiini-proteasomireitti; proteasomikompleksin
puhdistus; deubikitiinaasien biologia; HTBH-tag-affiniteettipuhdistus; proteasomin vuorovaikutusverkoston
tutkimukset

Ominaisuudet

Morphology Epiteelin kaltainen

Cell type Epiteelisolut

Growth Tarttuva

properties

Saantelytiedot
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

GMO Status

Vakaat HEK293-solut - Rpn11-HTBH (Cytion-tuotenumero 305719)

9606

GMO-S1: Tdmd HEK293-johdannainen sisaltda vakaasti integroidun Rpn11-HTBH-ilmentymiskasetin
(heksahistidiini-TEV-biotiini-akseptoripeptidi-heksahistidiinilld merkitty Rpn11/PSMD14). Tama luokitus koskee
ainoastaan Saksaa, ja se voi olla erilainen muissa maissa.

Biomolekyylitiedot

Kasittely

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM, w: 4,5 g/l glukoosia, w: 4 mM L-glutamiinia, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natriumpyruvaattia (Cytionin
artikkelinumero 820300a)

Taydennetaan elatusainetta 10 %:lla FBS:la

Suurin osa soluista irtoaa PBS-liuoksessa; lisda tarvittaessa Accutasea ja anna vaikuttaa 5 minuuttia
huoneenldmmadssa

noin 24-36 tuntia

Poista elatusaine, pese PBS-liuoksella, josta on poistettu kalsium ja magnesium, lisad Accutasea, inkuboi 8-10
minuuttia huoneenldmmassa, suspendoi uudelleen elatusaineeseen, sentrifugoi 300xg:ssa 3 minuuttia, heita
supernatantti pois ja siirrd solut uuteen elatusaineeseen.

1-10

4 2
2-4x10 solua/cm

2-3 péivan vélein

Freeze Kryosailytysmediana kdytamme tdydellista kasvualustaa + 10 % DMSO:ta, jotta elinkelpoisuus olisi riittava
medium sulatuksen jélkeen.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Varmista, ettd injektiopullo pysyy syvdjaadytettyna toimitettaessa, silld solut kuljetetaan kuivajaassa,
jotta optimaalinen l@mpétila sdilyy kuljetuksen aikana.

2. Vastaanotettaessa kryopullo joko sdilytetaadn valittomasti alle -150 °C:n [ampotilassa solujen eheyden
sdilyttamiseksi tai edetdan vaiheeseen 3, jos tarvitaan valitonta viljelya.

3. Valitonta viljelya varten sulata injektiopullo nopeasti upottamalla se 37 °C:n vesihauteeseen, jossa on
puhdasta vettd ja mikrobildakettd, ja sekoittamalla sita varovasti 40-60 sekunnin ajan, kunnes jaasta on
jaljella pieni jaamaohkale.

4. Suorita kaikki seuraavat vaiheet steriileissa olosuhteissa virtaushupussa ja desinfioi kryopullo 70-
prosenttisella etanolilla ennen avaamista.

5. Avaa desinfioitu injektiopullo varovasti ja siirra solususpensio 15 ml:n sentrifugiputkeen, joka sisaltaa 8
ml huoneenlampdista elatusainetta, varovasti sekoittaen.

6. Sentrifugoi seosta 200 x g:n voimakkuudella 5 minuuttia ja hévitéd varovasti pakastusmediaa sisaltava
supernatantti.

7. Noudatetaan kohdassa Sulattamisen jalkeinen talteenotto kuvattua menettelya

o £ . ..
37°C,5 /°C02’ kostutettu ilmakeha.

Kryosdilytetyt solulinjat kuljetetaan kuivajdassa validoidussa, eristetyssa pakkauksessa, jossa on riittavasti
kylmaainetta, jotta lampétila pysyy noin -78 °C:ssa koko kuljetuksen ajan. Pakkaus on tarkastettava valittomasti
sen vastaanottamisen jalkeen ja injektiopullot on siirrettava viipymatta asianmukaiseen varastoon.

Pitkaaikaissailytysta varten injektiopullot asetetaan hdyryfaasissa olevaan nestemaiseen typpeen noin -150 - -
196 °C:een. Sailytys -80 °C:ssa on hyvaksyttavaa vain lyhyena valivaiheena ennen siirtoa nestemaiseen typpeen.

Laadunvalvonta ja molekyylianalyysi
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