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Celule HEK293-Rpn11-HTBH | 305719

Informatii generale

Description
Celulele HEK293 stabile-Rpn11-HTBH reprezinta un derivat transfectat stabil al liniei celulare HEK293 (Human

Embryonic Kidney 293), modificata genetic pentru a exprima o versiune marcata a proteinei Rpnll (cunoscuta si
sub denumirea de PSMD14 sau POH1), subunitatea deubiquitinizanta a complexului de acoperire al
proteazomului 26S. Rpn11 este o deubiquitinizi cu domeniu JAMM, dependenta de Zn?*, care indeparteaza
lanturile de ubiquitina de pe substraturile legate de proteazom in timpul degradarii proteazomale. Eticheta
HTBH (hexahistidina-TEV-peptida acceptor de biotind-hexahistidind) permite purificarea prin afinitate a
complexelor care contin Rpn11 in conditii native, ceea ce face ca aceasta linie celulara sa fie deosebit de
potrivita pentru purificarea complexelor proteazomale si pentru studiile privind interactomul.

Aceasta linie celulara este aplicabila Tn studiile privind biologia proteazomului 26S, reglarea caii ubiquitina-
proteazom (UPS), functia Rpn11/PSMD14 in controlul calitatii proteinelor, asamblarea si dinamica
proteazomului, precum si mecanismul de actiune al inhibitorilor proteazomului. De asemenea, este utilizata
pentru purificarea prin afinitate a complexelor proteazomale native si ca model pentru studierea biologiei
deubiquitinazelor Tn contextul proteazomului. Sistemul de marcare HTBH permite o purificare extrem de
riguroasa a complexelor biotinilate folosind metode de precipitare bazate pe streptavidina.

Celulele HEK293 stabile-Rpn11-HTBH sunt mentinute ca culturd aderenta in DMEM suplimentat cu 10% FBS si
antibioticul de selectie corespunzator pentru a mentine expresia transgenei la 37 °C intr-o atmosfera umidificata
cu 5% CO,. Celulele sunt subcultivate cu Accutase la o confluenta de 80-90% (raport de divizare 1:5 pana la
1:10). Mediul se Tnnoieste la fiecare 2-3 zile.

Organism Oom
Tissue Rinichi
Disease Rinichi fetal transformat/imortalizat (linia celulara HEK293; transgen Rpn11-HTBH)

Applications Biologia proteazomului 26S; functia Rpn11/PSMD14; calea ubiquitina-proteazom; purificarea complexului
proteazomului; biologia deubiquitinazelor; purificarea prin afinitate cu ajutorul etichetei HTBH; studii privind
interactomul proteazomului

Caracteristici
Morphology De tip epitelial
Cell type Celule epiteliale

Growth Aderent
properties

Date de reglementare
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Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

GMO Status

Celule HEK293 stabile - Rpn11-HTBH (numdr de catalog Cytion 305719)

9606

GMO-S1: Acest derivat al liniei celulare HEK293 contine o caseta de expresie Rpn11-HTBH integratd Th mod stabil
(Rpn11/PSMD14 marcat cu hexahistidina-TEV-peptida acceptor de biotina-hexahistidina). Aceasta clasificare se
aplica numai pe teritoriul Germaniei si poate diferiin alte tari.

Date biomoleculare

Manipulare

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM, w: 4,5 g/L glucozd, w: 4 mM L-glutamina, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM piruvat de sodiu (numdr articol
Cytion 820300a)

Suplimentati mediul cu 10% FBS

Majoritatea celulelor se desprind in PBS; daca este necesar, adaugati Accutase timp de 5 minute la temperatura
camerei

aproximativ 24-36 de ore

Se indeparteaza mediul, se spala cu PBS fara calciu si magneziu, se acopera cu Accutase, se incubeaza 8-10
minute la temperatura camerei, se resuspende in mediu, se centrifugheaza la 300xg timp de 3 minute, se elimina
supernatantul, se resemaneaza in mediu proaspat.

delallal0

4 2
2-4x10 celule/cm

La fiecare 2 sau 3 zile

Freeze Ca mediu de crioconservare, folosim mediu de crestere complet + 10% DMSO pentru o viabilitate adecvatad dupa
medium dezghetare.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Confirmati ca flaconul ramane profund inghetat la livrare, deoarece celulele sunt expediate pe gheata
carbonica pentru a mentine temperaturi optime Tn timpul transportului.

2. La primire, fie depozitati crioviola imediat la temperaturi sub -150 °C pentru a asigura pastrarea
integritatii celulare, fie treceti la etapa 3 daca este necesara cultivarea imediata.

3. Pentru cultivarea imediata, dezghetati rapid flaconul prin scufundarea acestuia intr-o baie de apa la 37
°C cu apa curatd si un agent antimicrobian, agitdndu-l usor timp de 40-60 de secunde pana cand ramane
0 mica aglomerare de gheata.

4. Se efectueazad toate etapele ulterioare in conditii sterile, intr-o hota cu flux, dezinfectand crioviola cu
etanol 70% Tnainte de deschidere.

5. Se deschide cu grija flaconul dezinfectat si se transfera suspensia celulara intr-un tub de centrifugare de
15 ml care contine 8 ml de mediu de cultura la temperatura camerei, amestecand usor.

6. Se centrifugheaza amestecul la 200 x g timp de 5 minute, se arunca cu grija supernatantul care contine
mediul de congelare.

7. Seurmeaza procedura descrisa la sectiunea Recuperare dupd decongelare

. Y
37°C, 5 /°C02’ atmosfera umidificata.

Liniile celulare crioconservate sunt expediate pe gheata carbonica Tn ambalaje izolate, validate, cu suficient
agent frigorific pentru a mentine aproximativ -78 °C pe toatd durata transportului. La primire, se inspecteaza
imediat recipientul si se transfera fara intarziere fiolele in depozitul corespunzator.

Pentru conservarea pe termen lung, flacoanele se plaseaza Tn azot lichid in faza de vapori la o temperatura
cuprinsa Tntre -150 si -196 °C. Pastrarea la -80 °C este acceptabild doar ca o scurta etapa intermediara inainte de
transferul in azot lichid.

Controlul calitatii si analiza moleculara
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