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Bendra informacija

Description
Stabilios HEK293 lastelés - Rpn11-HTBH - yra stabiliai transfekuotas HEK293 (Zmogaus embrioniniy inksty 293)
lasteliy linijos atmaina, sukurta taip, kad ekspresuoty pazyméta Rpn1l1 (taip pat zinomo kaip PSMD14 arba
POH1) versijg - 26S proteasomos dangcio komplekso deubikvitinazés subvieneta. Rpnll yra Zn** priklausomas
JAMM domeno deubikvitinazé, kuri proteasominio skilimo metu pasalina ubikvitino grandines i$ su proteasomu
susiety substraty. HTBH Zymé (heksahistidinas-TEV-biotino akceptoriaus peptidas-heksahistidinas) leidzia
atlikti Rpn11 turinciy kompleksy afinitetinj gryninima natdraliomis salygomis, todél si lasteliy linija ypac tinka
proteasomy kompleksy gryninimui ir saveiky tinklo tyrimams.
Si lasteliy linija tinka 26S proteasomos biologijos, ubikvitino-proteasomos kelio (UPS) reguliacijos,
Rpn11/PSMD14 funkcijos baltymy kokybés kontrolei, proteasomos surinkimo ir dinamikos bei proteasomos
inhibitoriy veikimo mechanizmo tyrimams. Ji taip pat naudojama nattraliy proteasomy kompleksy
afinitetiniam gryninimui ir kaip modelis deubikvitinazés biologijos tyrimams proteasomy kontekste. HTBH
Zyméjimo sistema leidZia atlikti itin griezta biotinuoty kompleksy gryninima naudojant streptavidino pagrjstus
pulldown metodus.

Organism Zmogus

Tissue Inkstai

Disease Transformuotas/nemirtingas vaisiaus inkstas (HEK293 fonas; Rpn11-HTBH transgenas)

Applications 26S proteasomos biologija; Rpn11/PSMD14 funkcija; ubikvitino-proteasomos kelias; proteasomos komplekso
gryninimas; deubikvitinazés biologija; HTBH-Zymés afinitetinis gryninimas; proteasomos saveiky tinklo tyrimai

Charakteristikos

Morphology | epitelj panasus

Cell type Epitelio lastelés

Growth Prigludes

properties

Reguliavimo duomenys

Citation

Stabilios HEK293 lgstelés - Rpn11-HTBH (Cytion katalogo numeris 305719)

Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
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GMO Status

GMO-S1: Sis HEK293 darinys turi stabiliai integruota Rpn11-HTBH ekspresijos kasete (Rpn11/PSMD14, pazyméta
heksahistidinu-TEV-biotino akceptoriaus peptidu-heksahistidinu). Si klasifikacija galioja tik Vokietijoje ir kitose
Salyse gali skirtis.

Biomolekuliniai duomenys

Tvarkymas

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Freeze
medium
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DMEM, $: 4,5 g/l gliukozés, $: 4 mM L-glutamino, $: 3,7 g/l NaHCO3, $: 1,0 mM natrio piruvato (Cytion gaminio
numeris 820300a)

Papildykite terpe 10 % FBS

Dauguma lasteliy atsiskiria PBS tirpale; jei reikia, jpilkite ,Accutase“ ir palikite 5 min. kambario temperatiroje

mazdaug nuo 24 iki 36 valandy

Pasalinkite terpe, nuplaukite PBS tirpalu be kalcio ir magnio, uZpilkite ,Accutase®, inkubuokite 8-10 min.
kambario temperatiroje, vél suspenduokite terpéje, centrifuguokite 300xg 3 min., iSpilkite supernatanta,
persékite j SvieZia terpe.

nuo 1iki 10

2-4 x 104 lalsteliq/cm2

Kas 2-3 dienas

Kaip kriokonservavimo terpe naudojame visiSka augimo terpe + 10 % DMSO, kad buty uztikrintas tinkamas

gyvybingumas po atsildymo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Patikrinkite, ar pristatant buteliuka jis iSlieka gerai uzSaldytas, nes lastelés gabenamos ant sauso ledo,

kad gabenimo metu bity palaikoma optimali temperatira.

2. Gave i karto laikykite kriovialg Zemesnéje nei -150 °C temperatiroje, kad uztikrintuméte lasteliy
vientisumo iSsaugojima, arba pereikite prie 3 veiksmo, jei reikia nedelsiant kultivuoti.

3. Jeinorite nedelsiant pradéti kultivuoti, greitai atSildykite buteliuka panardindami jj j 37 °C temperatiros
vandens vonele su Svariu vandeniu ir antimikrobine priemone, Svelniai maiSydami 40-60 sekundziy, kol
liks nedidelis ledo gabalélis.

4. Visus tolesnius veiksmus atlikite steriliomis salygomis srauto gaubte, pries atidarydami krioviala
dezinfekuokite jj 70 % etanoliu.

5. Atsargiai atidarykite dezinfekuota buteliuka ir perpilkite lasteliy suspensija j 15 ml centrifugos
mégintuvélj, kuriame yra 8 ml kambario temperatiiros mitybinés terpés, atsargiai iSmaiSykite.

6. Misinj centrifuguokite 200 x g greiciu 5 minutes, atsargiai iSmeskite supernatanta su Saldymo terpe.
7. Atlikite procediira, aprasyta skyriuje "Atktrimas po atSildymo"

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%, drékintoje atmosferoje.

Shipping

Conditions Kriokonservuotos lasteliy linijos gabenamos ant sauso ledo patvirtintoje, izoliuotoje pakuotéje su pakankamu
kiekiu Saldymo skyscio, kad pervezimo metu baty palaikoma mazdaug -78 °C temperatira. Gave pakuote,
nedelsdami jg apzitrékite ir nedelsdami perkelkite mégintuvélius j tinkama saugykla.

Storage
Conditions Norédami ilgai saugoti, jdékite buteliukus j gary fazés skysta azota mazdaug -150-196 °C temperatiroje.

Laikymas -80 °C temperatiiroje yra priimtinas tik kaip trumpas tarpinis etapas pries perkeliant j skystajj azota.

Kokybés kontrolé ir molekuliné analizé
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