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Altalanos informaciok

Description
A stabil HEK293-sejtek - Rpn11-HTBH a HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) sejtvonal stabilan transzfektalt

szarmazéka, amelyet Ggy alakitottak ki, hogy a 26S proteaszém fedélkomplexének deubiquitinaz alegységét, az
Rpnll-et (mas néven PSMD14 vagy POH1) jel6lt valtozatban fejezze ki. Az Rpn1l egy Zn**-fligg6, JAMM-
doménnel rendelkezd deubiquitinaz, amely a proteaszomalis lebontas soran eltavolitja az ubiquitin-lancokat a
proteaszomhoz kotédott szubsztratokrdl. A HTBH-cimke (hexahisztidin-TEV-biotin-akceptor-peptid-
hexahisztidin) lehetévé teszi az Rpnll-t tartalmazé komplexek affinitasos tisztitasat nativ koriilmények kozott,
igy ez a sejtvonal kiilonosen alkalmas proteaszémakomplexek tisztitasara és interaktom-vizsgalatokra.

Ez a sejtvonal alkalmazhato a 26S proteaszém bioldgidjanak, az ubikvitin-proteaszém utvonal (UPS)
szabalyozasanak, az Rpn11/PSMD14 fehérje minGség-ellenbrzésben betoltott szerepének, a proteaszom
Osszeallitasanak és dinamikajanak, valamint a proteaszom-gatlok hatdsmechanizmusanak vizsgalataban.
Emellett nativ proteaszom-komplexek affinitasos tisztitasara is hasznaljak, valamint modellként a
deubikvitinazok bioldgiajanak a proteaszom kontextusaban torténd vizsgalatahoz. A HTBH-jelol6rendszer
lehetdvé teszi a biotinilalt komplexek rendkiviil szigord tisztitasat streptavidin-alapd pulldown-eljarasok
alkalmazasaval.

A stabil HEK293-Rpn11-HTBH sejteket adhézids tenyészetként tartjak fenn 10% FBS-szel és a megfelelé
szelekcios antibiotikummal kiegészitett DMEM-ben, a transzgén expresszio fenntartasa érdekében 37 °C-on,
parasitott, 5% CO,-tartalmu légkorben. A sejteket 80-90%-o0s konfluencianal Accutase segitségével
szubkultivaljuk (osztasi arany 1:5-1:10). A tapkozeget 2-3 naponta cseréljik.

Organism Emberi
Tissue Vese
Disease Transzformalt/halhatatlanna tett magzati vese (HEK293 hattér; Rpn11-HTBH transzgén)

Applications A 26S proteaszom bioldgiaja; az Rpn11/PSMD14 m(ikodése; az ubikvitin-proteaszdm Utvonal; a proteaszom
komplex tisztitasa; a deubikvitinazok biolégidja; HTBH-tag affinitasos tisztitds; a proteaszém interaktomjanak
vizsgalata

Jellemzok

Morphology Epithelszer(i
Cell type Epithel sejtek

Growth Adherent
properties

Szabalyozasi adatok
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

GMO Status

Stabil HEK293 sejtek - Rpn11-HTBH (Cytion katalogusszam: 305719)

9606

GMO-S1: Ez a HEK293-szarmazék stabilan integralt Rpn11-HTBH expresszids kazettat tartalmaz (hexahisztidin-
TEV-biotin-akceptor-peptid-hexahisztidin jeléléssel ellatott Rpn11/PSMD14). Ez a besorolas kizardlag
Németorszag teriiletén érvényes, mas orszagokban eltérd lehet.

Biomolekularis adatok

A kezelése

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM, w: 4,5 g/L gliikdz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natrium-piruvat (Cytion cikkszam
820300a)

Ataptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

A sejtek tobbsége PBS-ben levalik; sziikség esetén adjunk hozza Accutase-t, és hagyjuk 5 percig
szobahémérsékleten allni.

kb. 24-36 6ra

Tavolitsuk el a tapkozeget, mossuk le kalcium- és magnéziummentes PBS-sel, 6ntsiink ra Accutase-t, inkubaljuk
8-10 percig szobahémérsékleten, szuszpendaljuk Ujra a tapkozegben, centrifugaljuk 300xg-vel 3 percig, ontstik
ki a felliliszét, majd ltessiik at friss tapkozegbe.

1-10

4
2-4x10 sejt/cm?

2-3 naponta

Freeze Krioprezervald taptalajként teljes névekedési taptalajt + 10% DMSO-t hasznalunk a megfeleld kiolvasztas utani
medium életképesség érdekében.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Ellenérizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szérazjégen
szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. 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.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids liveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfliird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlk, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az Gsszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és felnyitas el6tt
fertStlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. 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.

6. Centrifugéljuk az elegyet 200 x g-nél 5 percig, a fagyasztokdzeget tartalmazo feliiluszot Gvatosan dobjuk
el.

7. Kovesse a felolvasztas utani helyreallitasnal leirt eljarast

e = W -
37°C, 5 /°C02’ parasitott légkor.

A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
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.

Hosszu tavd tartdsitas céljabol helyezze az tivegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, koriilbeliil -150 és -196 °C
kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [€pésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel el6tt.

Minéségellendrzés | Genetikai profil / HLA
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