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Allman information

Description

Organism
Tissue
Disease

Applications

Egenskaper

Morphology
Cell type

Growth
properties

Stabila HEK293-celler - Rpn11-HTBH ar en stabilt transfekterad variant av cellinjen HEK293 (Human Embryonic
Kidney 293), som har modifierats for att uttrycka en markt version av Rpn11 (dven kdnt som PSMD14 eller
POH1), deubiquitinase-subenheten i 26S-proteasomets lockkomplex. Rpn11 ar ett Zn**-beroende
deubiquitinase med JAMM-doman som avlagsnar ubiquitin-kedjor fran proteasombundna substrat under
proteasomal nedbrytning. HTBH-taggen (hexahistidin-TEV-biotinacceptorpeptid-hexahistidin) mojliggor
affinitetsrening av Rpnll-innehallande komplex under naturliga forhallanden, vilket gor denna cellinje sarskilt
lamplig for rening av proteasomkomplex och interaktomstudier.

Denna cellinje kan anvandas i studier av 26S-proteasombiologi, reglering av ubiquitin-proteasomvagen (UPS),
Rpn11/PSMD14-funktionen vid proteinkvalitetskontroll, proteasomens sammansattning och dynamik samt
verkningsmekanismen hos proteasomhdammare. Den anvands aven for affinitetsrening av nativa
proteasomkomplex och som modell fér att studera deubiquitinase-biologi i samband med proteasomet. HTBH-
markningssystemet mojliggor mycket noggrann rening av biotinylerade komplex med hjalp av
streptavidinbaserade pulldowns.

Stabila HEK293-celler (Rpn11-HTBH) odlas som en vidhaftande kultur i DMEM kompletterat med 10 % FBS och
lampligt selektionsantibiotikum for att uppratthalla transgenuttrycket vid 37 °C i en fuktad atmosfar med 5 %
CO,. Cellerna subkultiveras med Accutase vid 80-90 % konfluens (delningsforhallande 1:5 till 1:10). Mediet byts
ut var 2-3 dagar.

Manniskan

Njurar

Transformerad/ododliggjord fosternjure (HEK293-bakgrund; Rpn11-HTBH-transgen)

26S-proteasombiologi; Rpn11/PSMD14-funktion; ubiquitin-proteasomvagen; rening av proteasomkomplex;
deubiquitinase-biologi; affinitetsrening med HTBH-tag; studier av proteasominteraktom

Epitelliknande

Epiteliala celler

Foljsam

Lagstadgade uppgifter

Citation

Stabila HEK293-celler - Rpn11-HTBH (Cytion-katalognummer 305719)
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Biosafety level

NCBI_TaxID

GMO Status

1

9606

GMO-S1: Detta HEK293-derivat innehaller en stabilt integrerad Rpn11-HTBH-expressionskassett (Rpn11/PSMD14

markt med hexahistidin-TEV-biotinacceptorpeptid-hexahistidin). Denna klassificering géller endast inom
Tyskland och kan skilja sig at i andra léander.

Biomolekylara data

Hantering

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

Freeze
medium

DMEM, w: 4,5 g/L glukos, w: 4 mM L-glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM natriumpyruvat (Cytion
artikelnummer 820300a)

Komplettera mediet med 10% FBS

De flesta celler lossnar i PBS; tillsatt vid behov Accutase i 5 minuter vid rumstemperatur

ca 24 till 36 timmar

Avlagsna odlingsmediet, tvatta med PBS utan kalcium och magnesium, tdck med Accutase, inkubera i 8-10
minuter vid rumstemperatur, resuspendera i odlingsmediet, centrifugera vid 300xg i 3 minuter, kasta
supernatanten och aterplantera i nytt odlingsmedium.

1till 10

. AT
2till4x10 cell*'/cm

Var 2:atill 3:e dag

Som kryopreserveringsmedium anvédnder vi komplett tillvaxtmedium + 10% DMSO for adekvat viabilitet efter
upptining.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Bekrafta att flaskan ar djupfryst vid leverans, eftersom cellerna skickas pa torris for att bibehalla
optimala temperaturer under transporten.

2. Vid mottagandet ska du antingen forvara kryovialen omedelbart vid temperaturer under -150 °C for att
sdkerstalla att cellernas integritet bevaras, eller ga vidare till steg 3 om omedelbar odling krévs.

3. Vid omedelbar odling ska injektionsflaskan snabbt tinas genom att den sénks ned i ett 37 °C vattenbad
med rent vatten och ett antimikrobiellt medel och omrors forsiktigt i 40-60 sekunder tills en liten
isklump aterstar.

4. Utfor alla efterféljande steg under sterila forhallanden i en flédeshuv och desinficera kryovialerna med
70 % etanol innan de 6ppnas.

5. Oppna forsiktigt den desinficerade flaskan och dverfor cellsuspensionen till ett 15 ml centrifugrér som
innehaller 8 ml rumstempererat odlingsmedium och blanda forsiktigt.

6. Centrifugera blandningen vid 200 x g i 5 minuter och kassera forsiktigt supernatanten som innehaller
frysmedium.

7. Folj den procedur som beskrivs under Post-Thaw Recovery

Incubation

Atmosphere 37°C, 5% s befuktad atmosfar.

Shipping

Conditions Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade férpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan dr6jsmal dverforas till amplig forvaring.

Storage

Conditions For langtidsforvaring, placera flaskorna i flytande kvave i angfas vid ca -150 till -196 °C. Forvaring vid -80 °C &r

acceptabelt endast som ett kort mellanliggande steg innan 6verforing till flytande kvave.

Kvalitetskontroll och molekylar analys
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