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R4

Stabilné bunky HEK293-Rpn11-HTBH su stabilne transfekovanym derivatom buneckej linie HEK293 (Human
Embryonic Kidney 293), geneticky upravené tak, aby exprimovali znacenu verziu Rpn11 (zndmeho aj ako
PSMD14 alebo POH1), podjednotky deubiquitinazy komplexu viecka 26S proteazému. Rpn11 je Zn**-
dependentnd deubikvitindza s doménou JAMM, ktora odstrariuje retazce ubikvitinu zo substratov viazanych na
proteazém pocas proteazomovej degradacie. Znacka HTBH (hexahistidin-TEV-biotinovy akceptorovy peptid-
hexahistidin) umoziiuje afinitni purifikaciu komplexov obsahujicich Rpn11l za nativnych podmienok, vdaka
¢omu je tato bunkova linia obzvlast vhodna na purifikaciu proteazomovych komplexov a Stidium interaktému.

Tato bunkova linia je vhodna na $tidium bioldgie 26S proteazému, regulacie ubikvitin-proteazémovej drahy
(UPS), funkcie Rpn11/PSMD14 pri kontrole kvality proteinov, zostavovania a dynamiky proteazému, ako aj
mechanizmu G¢inku inhibitorov proteazému. PouZiva sa tiez na afinitnu purifikaciu nativnych proteazémovych
komplexov a ako model na Studium biolégie deubikvitinazy v kontexte proteazému. Systém znacenia HTBH
umoziuje vysoko selektivnu purifikaciu biotinylovanych komplexov pomocou pulldownov na baze
streptavidinu.

Stabilné bunky HEK293-Rpn11-HTBH sa kultivuji ako adhezivna kultira v médiu DMEM doplnenom o 10 % FBS a
prislusné selekcné antibiotikum na udrZanie expresie transgénu pri teplote 37 °C vo zvlhéenej atmosfére s 5 %
CO,. Bunky sa subkultivuji pomocou Accutase pri 80-90 % konfluencii (pomer rozdelenia 1:5 az 1:10). Médium
sa obnovuje kazdé 2-3 dni.

Ludské

Obligky

Transformovana/nesmrtelna fetdlna obli¢ka (na pozadi buniek HEK293; transgén Rpn11-HTBH)

bioldgia proteazomu 26S; funkcia Rpn11/PSMD14; ubikvitin-proteazémova draha; purifikacia proteazémového
komplexu; bioldgia deubikvitinazy; afinitna purifikacia pomocou HTBH-tagu; Stddie interaktomu proteazému

Epitelu podobné

Epitelové bunky

Adherent

Regulacné udaje
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Biosafety level

NCBI_TaxID

GMO Status

1

9606

GMO-S1: Tento derivat buniek HEK293 obsahuje stabilne integrovant expresnu kazetu Rpn11-HTBH
(Rpn11/PSMD14 oznacdeny sekvenciou hexahistidin-TEV-biotinovy akceptorovy peptid-hexahistidin). Tato
klasifikacia plati iba v Nemecku a v inych krajinach sa méze lisit.

Biomolekularne udaje

Spracovanie

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM, w: 4,5 g/l glukdzy, w: 4 mM L-glutaminu, w: 3,7 g/l NaHCO3, w: 1,0 mM pyruvatu sodného (Cislo vyrobku
Cytion 820300a)

Dopliite médium o 10 % FBS

Vacsina buniek sa uvolniv PBS; v pripade potreby pridajte Accutase na 5 min0t pri izbovej teplote

priblizne 24 az 36 hodin

Odstrante médium, premyte PBS bez vapnika a horcika, zalejte Accutase, inkubujte 8-10 minut pri izbovej
teplote, resuspendujte v médiu, odstredte pri 300xg po dobu 3 minut, supernatant zlikvidujte a znovu naockujte
do Cerstvého média.

1az10

4 2
2az4x10 buniek/cm

KaZzdé 2 aZ 3 dni

Freeze Ako médium na kryokonzervaciu pouzivame kompletné rastové médium + 10 % DMSO na zabezpecenie
medium primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni.
Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Nemecko 2

Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



Product sheet d CYtion

Bunky HEK293-Rpn11-HTBH | 305719

Thawing and

rin v, . . . y .
Culturing Cells 1. Overte si, Ze injekénd liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazenad, pretozZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamfZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. Vsetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 200 x g pocas 5 minut, supernatant obsahujuci zmrazovacie médium opatrne
zlikvidujte.

7. Postupujte podla postupu opisaného v ¢asti Obnova po rozmrazeni

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Shipping
Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned

skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage
Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA
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