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Genel bilgi

Description
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Disease

Applications

Ozellikler

Morphology

Cell type

Growth
properties

Kararli HEK293 Hiicreleri-Rpn11-HTBH, HEK293 (insan Embriyonik Bébrek 293) hiicre hattinin kararli bir sekilde
transfekte edilmis bir tiirevidir ve 26S proteazom kapagi kompleksinin deubiquitinaz alt birimi olan Rpn11'in
(PSMD14 veya POH1 olarak da bilinir) etiketli bir versiyonunu eksprese etmek lizere tasarlanmistir. Rpn11,
proteazomal parcalanma sirasinda proteazoma bagli substratlardan ubikuitin zincirlerini uzaklastiran, Zn**'a
bagimli bir JAMM-alanli deubikuitinazdir. HTBH etiketi (heksahistidin-TEV-biotin alici peptid-heksahistidin),
dogal kosullar altinda Rpn11 iceren komplekslerin afinite saflastirilmasini miimkiin kilar; bu da bu hiicre hattini
proteazom kompleksi saflastirma ve etkilesim agi calismalari icin 6zellikle uygun hale getirir.

Bu hticre hatti, 26S proteazom biyolojisi, ubikuitin-proteazom yolu (UPS) regiilasyonu, protein kalite
kontroliinde Rpn11/PSMD14 islevi, proteazom montaji ve dinamigi ile proteazom inhibitorlerinin etki
mekanizmasi lizerine yapilan ¢alismalarda kullanilabilir. Ayrica, dogal proteazom komplekslerinin afinite
saflastirmasinda ve proteazom baglaminda deubikuitinaz biyolojisini incelemek icin bir model olarak da
kullanilir. HTBH etiketleme sistemi, streptavidin bazli pulldown yontemleri kullanilarak biyotinile edilmis
komplekslerin son derece titiz bir sekilde saflastirilmasini saglar.

Kararli HEK293 Hiicreleri-Rpn11-HTBH, transgen ekspresyonunu siirdiirmek icin %10 FBS ve uygun seleksiyon
antibiyotigi ile takviye edilmis DMEM icinde, nemlendirilmis %5 CO, atmosferinde 37°C'de yapiskan kiiltiir olarak
muhafaza edilir. Hiicreler, %80-90 konfluans seviyesinde Accutase kullanilarak alt kiltiirlenir (b6lme orani 1:5
ila 1:10). Besiyeri her 2-3 glinde bir yenilenir.

insan

Bobrek

Donustiiriilmis/olimsiizlestirilmis fetal bobrek (HEK293 arka plani; Rpn11-HTBH transgeni)

26S proteazom biyolojisi; Rpn11/PSMD14 islevi; ubikuitin-proteazom yolu; proteazom kompleksinin
saflastirilmasi; deubikuitinaz biyolojisi; HTBH-etiketli afinite saflastirmasi; proteazom etkilesim agi calismalari
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Biosafety level

NCBI_TaxID

GMO Status

1

9606

GMO-S1: Bu HEK293 tiirevi, kararli bir sekilde entegre edilmis bir Rpn11-HTBH ekspresyon kaseti (heksahistidin-
TEV-biotin alici peptid-heksahistidin etiketli Rpn11/PSMD14) icerir. Bu siniflandirma yalnizca Almanya sinirlari
icinde gecerlidir ve baska tilkelerde farklilik gosterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Elle¢cleme

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Doubling time

Subculturing

Split ratio

Seeding
density

Fluid renewal

DMEM, w: 4,5 g/L Glukoz, w: 4 mM L-Glutamin, w: 3,7 g/L NaHCO3, w: 1,0 mM Sodyum piruvat (Cytion uriin
numarasi 820300a)

Ortami %10 FBS ile takviye edin

Cogu hiicre PBS icinde ayrilir; gerekirse Accutase ekleyin ve 5 dakika oda sicakliginda bekletin

yaklasik 24 ila 36 saat

Besiyerini ¢ikarin, kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile yikayin, Accutase ekleyin, oda sicakliginda 8-10
dakika inkiibe edin, besiyerinde yeniden siispansiyon haline getirin, 300xg’de 3 dakika santrifiijleyin,
slipernatanti atin, taze besiyerine yeniden ekleyin.

1'den 10'a

4 2
2ila4x10 hiicre/cm

Her 2ila 3 glinde bir

Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢dziilme sonrasi canlilik i¢in tam bliylime ortami + %10 DMSO
medium kullaniyoruz.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak icin kuru buz lizerinde génderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.
2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitiinliglin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.
3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir ajan iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.
4. Sonraki tim adimlari steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan dnce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.
5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifij tlipline aktarin ve hafifce karistirin.
6. Karisimi 200 x g'de 5 dakika santrifiijleyin, dondurma ortami iceren slipernatanti dikkatlice atin.
7. Coziilme Sonrasi Kurtarma altinda agiklanan prosediirii izleyin
Incubation
Atmosphere 37°C, %5 > nemlendirilmis atmosfer.
Shipping
Conditions Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.
Storage
Conditions Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de

saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan once kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA
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