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Vispariga informacija

Description
Stabilas HEK293 Stinas — Rpn11-HTBH — ir stabili transfekcijas cela modificéts HEK293 (cilvéka embrija nieres
293) stinu linijas stabili transfekcijas cela iegits atvasinajums, kas inZenierijas cela radits, lai ekspresétu markétu
Rpnl1 (pazistams arm ka PSMD14 vai POH1) versiju — 26S proteasomas vaka kompleksa deubikvitinazes
apaksvienibu. Rpn11 ir Zn?**-atkariga JAMM-doména deubikvitinaze, kas proteasomalas noardisanas laika no
proteasomai piesaistitiem substratiem nonem ubikvitina kédes. HTBH marké&jums (heksahistidins-TEV-biotina

akceptora peptids-heksahistidins) lauj veikt Rpn11 saturoSo kompleksu afinitates attiriSanu dabiskos apstak|os,
padarot So Stinu liniju Tpasi piemérotu proteasomu kompleksu attiriSanai un interaktomu pétijumiem.

So $inu liniju var izmantot 26S proteasomas biologijas pétijumos, ubikvitina-proteasomas cela (UPS)
regulacijas pétijumos, Rpn11/PSMD14 funkcijas pétijumos olbaltumvielu kvalitates kontrolé, proteasomas
montazas un dinamikas pétijumos, ka ari proteasomas inhibitoru darbibas mehanisma pétijumos. To izmanto
ari dabisko proteasomu kompleksu afinitates attiriSanai un ka modeli deubikvitinazes biologijas p&tijumiem
proteasomas konteksta. HTBH markésanas sistéma lauj veikt loti stingru biotiniléto kompleksu attiriSanu,
izmantojot streptavidina bazétus pulldown eksperimentus.

Stabilas HEK293 Stinas-Rpn11-HTBH tiek uzturétas ka adheziva kultira DMEM barotng, kam pievienots 10 % FBS
un atbilstoss selekcijas antibiotikas, lai uzturétu transgéna ekspresiju 37 °C temperatira mitrinata 5 % CO,
atmosféra. Siinas tiek subkultivétas ar Accutase, kad to konfluence sasniedz 80-90 % (sadales attieciba 1:5 lidz
1:10). Barotni nomaina ik péc 2-3 dienam.

Organism Cilvéks
Tissue Nieres
Disease Transforméta/imortalizéta augla niere (HEK293 fons; Rpn11-HTBH transgéns)

Applications 26S proteasomas biologija; Rpn11/PSMD14 funkcija; ubikvitina-proteasomas celsS; proteasomas kompleksa
attiriSana; deubikvitinazes biologija; HTBH-tag afinitates attiriSana; proteasomas interaktoma pétijumi

Raksturojums
Morphology Epitélijveidigs
Cell type Epitélija $inas

Growth Adherent
properties

Normativie dati

Citation Stabilas HEK293 §iinas — Rpn11-HTBH (Cytion kataloga numurs 305719)
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Biosafety level

NCBI_TaxID

GMO Status

1

9606

GMO-S1: Sis HEK293 atvasinajums satur stabili integrétu Rpn11-HTBH ekspresijas kaseti (ar heksahistidinu-TEV-
biotina akceptora peptidu-heksahistidinu markétu Rpn11/PSMD14). Si klasifikacija attiecas tikai uz Vaciju un
citas valstis var atsKkirties.

Biomolekularie dati

Darbs ar

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM, w: 4,5 g/l glikozes, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM natrija piruvata (Cytion
izstradajuma numurs 820300a)

Papildinat barotni ar 10% FBS

Lielaka dala Stnu atdalas PBS vidg; ja nepiecieSams, pievienojiet Accutase un laujiet iedarboties 5 minttes
istabas temperatira

aptuveni 24 lidz 36 stundas

Nonemiet barotni, nomazgajiet ar PBS bez kalcija un magnija, parlejiet ar Accutase, inkubé&jiet 8-10 minates
istabas temperatira, atkartoti suspendégjiet barotné, centrifuggjiet 300xg 3 miniites, izlejiet supernatantu,
parstadiet svaiga barotne.

no1lidz 10

4 2
2 lidz4 x 10 Sanas/cm

Ik péc 2 lidz 3 dienam

Freeze Ka kriokonservésanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni + 10% DMSO, lai nodrosinatu
medium pietiekamu dzivotspéju péc atkausésanas.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping
Conditions

Storage
Conditions

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek satitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatlra, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos plismas nosticéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifigas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Maisijumu centrifugé pie 200 x g 5 mindtes, virsgatavumu, kas satur sasaldéSanas barotni, uzmanigi
izmet.

7. Veikt procediiru, kas aprakstita sadala "AtjaunoSana péc atkausésanas"

R, o _
37°C, 5 /°C02’ mitrinata atmosféra.

Kriokonservétas Stinu linijas tiek satitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietiekamu
dzesésanas Skidruma daudzumu, lai visa transportésanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. P&c
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

IlgstoSai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni -150 lidz -196 °C temperatira.
Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.

Kvalitates kontrole un molekulara analize
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