
ข้อมูลทั่วไป

Description
เซลล์ HEK293 ที่คงตัว-Rpn11-HTBH เป็นอนุพันธ์ที่ถ่ายโอนยีนได้อย่างคงตัวจากเซลล์ HEK293 (เซลล์ไลน์ไตของตัวอ่อนมนุษย์ 293) ที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมให้แสดงโปรตีนเวอร์ชันที่มีแท็กของ Rpn11 (หรือที่รู้จักในชื่อ PSMD14 หรือ POH1) ซึ่งเป็นหน่วยย่อยของเอนไซม์ดีอูบิควิติเนสในคอมเพล็กซ์ฝาปิดของโปรตีเอสโซม 26S Rpn11 เป็นเอนไซม์ดีอูบิควิติเนสที่มีโดเมน JAMM และขึ้นกับ Zn²⁺ ซึ่งทำหน้าที่กำจัดสายยูบิควิตินออกจากซับสเตรตที่จับกับโปรตีโอโซมในระหว่างกระบวนการย่อยสลายของโปรตีโอโซม แท็ก HTBH (hexahistidine-
TEV-biotin acceptor peptide-hexahistidine) ช่วยให้สามารถทำให้บริสุทธิ์โปรตีนคอมเพล็กซ์ที่มี Rpn11 ภายใต้สภาวะธรรมชาติได้ ทำให้สายนี้เหมาะอย่างยิ่งสำหรับการทำให้บริสุทธิ์โปรตีเอสโซมคอมเพล็กซ์และการศึกษาอินเทอร์แอคโตม

สายเซลล์นี้สามารถนำไปใช้ในการศึกษาชีววิทยาของโปรตีเอสโซม 26S, การควบคุมเส้นทางยูบิควิติน-โปรตีเอสโซม (UPS), การทำงานของ Rpn11/PSMD14 ในการควบคุมคุณภาพโปรตีน, การประกอบและพลวัตของโปรตีเอสโซม, และกลไกการออกฤทธิ์ของสารยับยั้งโปรตีเอสโซม นอกจากนี้ยังใช้ในการทำให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี affinity ของโปรตีเอสโซมคอมเพล็กซ์แบบธรรมชาติ และเป็นแบบจำลองสำหรับการศึกษาชีววิทยาของเอนไซม์ดีอูบิควิทิเนสในบริบทของโปรตีเอสโซม ระบบการทำแท็ก HTBH ช่วยให้สามารถทำให้บริสุทธิ์คอมเพล็กซ์ที่ถูกไบโอติไนเลตได้อย่างเข้มงวดสูงโดยใช้การดึงด้วยสเตรปตาวิดิน

เซลล์ HEK293 ที่คงที่-Rpn11-HTBH ถูกเก็บรักษาไว้ในรูปแบบการเพาะเลี้ยงแบบติดผนังในอาหารเลี้ยงเชื้อ DMEM ที่เสริมด้วย FBS 10% และยาปฏิชีวนะที่เหมาะสมเพื่อรักษาการแสดงออกของยีนที่ถ่ายทอดไว้ที่อุณหภูมิ 37°C ในบรรยากาศที่ชื้น 5% CO₂ เซลล์จะถูกเพาะเลี้ยงต่อในอาหารเลี้ยงเซลล์ด้วย Accutase เมื่อความหนาแน่นของเซลล์ถึง 80–90% (อัตราส่วนการแบ่ง 1:5 ถึง 1:10) เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ทุก 2–3 วัน

Organism มนุษย์

Tissue ไต

Disease ไตของทารกในครรภ์ที่ถูกเปลี่ยนแปลง/ทำให้เป็นอมตะ (มีพื้นหลัง HEK293; มียีน Rpn11-HTBH ฝังอยู่)

Applications ชีววิทยาของโปรตีเอสโซม 26S; หน้าที่ของ Rpn11/PSMD14; เส้นทางยูบิควิติน-โปรตีเอสโซม; การทำให้บริสุทธิ์โปรตีเอสโซมคอมเพล็กซ์; ชีววิทยาของดีอูบิควิติเนส; การทำให้บริสุทธิ์ด้วยแท็ก HTBH; การศึกษาปฏิสัมพันธ์ของโปรตีเอสโซม

ลักษณะ

Morphology ลักษณะคล้ายเยื่อบุผิว

Cell type เซลล์เยื่อบุผิว

Growth
properties

ยึดติด

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation เซลล์ HEK293 ที่คงที่-Rpn11-HTBH (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305719)

Biosafety level 1

NCBI_TaxID 9606

GMO Status GMO-S1: สายพันธุ์ HEK293 นี้ประกอบด้วยคาสเซ็ตต์การแสดงออกของ Rpn11-HTBH ที่ถูกรวมเข้าอย่างคงที่ (hexahistidine-TEV-biotin acceptor peptide-hexahistidine แท็ก Rpn11/PSMD14) การจำแนกประเภทนี้ใช้เฉพาะภายในประเทศเยอรมนีเท่านั้นและอาจแตกต่างจากที่อื่น

ข้อมูลชีวโมเลกุล

การจัดการ
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Culture
Medium

DMEM, w: 4.5 กรัม/ลิตร กลูโคส, w: 4 มิลลิโมลาร์ แอล-กลูตามีน, w: 3.7 กรัม/ลิตร NaHCO3, w: 1.0 มิลลิโมลาร์ โซเดียมไพรูเวต (หมายเลขบทความ Cytion 820300a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

เซลล์ส่วนใหญ่จะหลุดออกจากกันใน PBS หากจำเป็น ให้เติม Accutase 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง

Doubling time ประมาณ 24 ถึง 36 ชั่วโมง

Subculturing นำอาหารเลี้ยงเซลล์ออก ล้างด้วย PBS ที่ไม่มีแคลเซียมและแมกนีเซียม ปิดด้วย Accutase ทำการอบที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 8–10 นาที ละลายในอาหารเลี้ยงเซลล์ ปั่นเหวี่ยงที่ 300×g เป็นเวลา 3 นาที เทน้ำใสออก ใส่เซลล์กลับลงในอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่

Split ratio 1 ถึง 10

Seeding
density

2 ถึง 4 × 104 เซลล์/ซม.

Fluid renewal ทุก 2 ถึง 3 วัน

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ

Thawing and
Culturing Cells 1. ยืนยันว่าขวดยังคงแช่แข็งอย่างสมบูรณ์เมื่อได้รับสินค้า เนื่องจากเซลล์ถูกจัดส่งบนน้ำแข็งแห้งเพื่อรักษาอุณหภูมิที่เหมาะสมระหว่างการขนส่ง

2. เมื่อได้รับแล้ว ให้เก็บ cryovial ทันทีที่อุณหภูมิต่ำกว่า -150 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาความสมบูรณ์ของเซลล์ หรือดำเนินการตามขั้นตอนที่ 3 หากจำเป็นต้องเพาะเลี้ยงทันที

3. สำหรับการเพาะเลี้ยงทันที ให้ละลายน้ำแข็งในหลอดอย่างรวดเร็วโดยแช่หลอดในอ่างน้ำที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมน้ำสะอาดและสารต้านจุลชีพ คนเบา ๆ เป็นเวลา 40-60 วินาที จนเหลือเพียงก้อนน้ำแข็งขนาดเล็ก

4. ดำเนินการขั้นตอนต่อไปทั้งหมดภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้ลมไหล โดยฆ่าเชื้อขวดแช่แข็งด้วยแอลกอฮอล์ 70% ก่อนเปิด

5. เปิดขวดยาฆ่าเชื้ออย่างระมัดระวัง และถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 8 มิลลิลิตร โดยผสมอย่างเบามือ

6. ปั่นเหวี่ยงส่วนผสมที่ความเร็ว 200 x g เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทส่วนใสที่ลอยอยู่ด้านบนซึ่งมีสารละลายแช่แข็งออกอย่างระมัดระวัง

7. ปฏิบัติตามขั้นตอนที่อธิบายไว้ภายใต้หัวข้อการฟื้นฟูหลังการละลาย

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, บรรยากาศชื้น
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Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Storage
Conditions สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตรเจนเหลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ −150 ถึง −196 °C การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้เฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยังไนโตรเจนเหลวเท่านั้น

การควบคุมคุณภาพและการวิเคราะห์ระดับโมเลกุล
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