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Obecné informace

Description

Organism

Tissue

Synonyms

Charakteristika

Age

Gender

Growth
properties

Regulaéni udaje

Citation

Plat-E (Platinum-E) je bunécna linie pro baleni retrovir(, ktera byla vyvinuta na bazi lidskych embryonalnich
ledvinovych bunék 293T. Byla vyvinuta s cilem poskytnout stabilni a G¢inny systém pro prechodnou produkci
ekotropnich retrovird s vysokym titrem. Bunééna linie byla vytvorena pomoci novych konstrukei pro balenti, ve
kterych je exprese virovych strukturalnich genli - gag-pol a env - fizena lidskym promotorem EF1a, ktery je v
burikach 293T podstatné ucinnéjsi nez konvenéni promotor MuLV s dlouhym terminalnim opakovanim (LTR).
Tento design zajistuje robustni transkripcni aktivitu a podporuje vysokou Uroven produkce virovych komponent
nezbytnych pro G¢innou sestavu a baleni retrovir(.

Buriky Plat-E byly vygenerovany postupnou stabilni transfekci konstruktt pEnv-IRES-puror a pGag-pol-IRES-bsr,
které propojuji virové geny s markery antibiotické rezistence prostfednictvim internich ribozomovych vstupnich
mist (IRES). Tato konfigurace zaruduje, Ze pouze burky exprimujici esencialni virové geny ziskaji také
antibiotickou rezistenci, coZz umoznuje selekci subklont s vysokou expresi. Vysledna linie Plat-E konzistentné
produkuje retroviry s titry az 1 x 107 infekénich jednotek na mililitr po dobu nejméné ¢tyf mésicl pfi kultivaci v
dualni selekci s puromycinem a blasticidinem. Analyzy Northern blot, aktivity reverzni transkriptazy a pratokové
cytometrie potvrdily, Ze Plat-E vykazuje vyznamné vyssi expresi gag-pol a env neZ predchozi balici linie, jako jsou
Bosc23 a Phoenix-E.

Architektura Plat-E minimalizuje riziko vzniku replikacné kompetentniho retroviru (RCR) tim, Ze omezuje balici
konstrukty pouze na nezbytné kddujici oblasti virovych strukturalnich gent a oddéluje je na rdizné plazmidy.
Tento design vyZaduje alespon tfi rekombinacni udalosti k produkci RCR, ¢imZ zvysuje biologickou bezpecnost.
Plat-E se osvédcil v aplikacich genového prenosu, véetné Gcinné transdukce primarnich bunék, jako jsou T
buriky a zirné buriky. Jeho vykon a dlouhodoba stabilita z néj Cini spolehlivou platformu pro produkci
retrovirovych vektor( jak v zakladnim vyzkumu, tak v predklinickém vyvoji genové terapie.

Clovék
Fetalni ledvina

Platinum-E

Plod

Zeny

Adherentni

PLAT-E (katalogové Cislo Cytion 305855)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_B488

GMO Status GMO-S1: Tato retrovirova balici bunécna linie (PLAT-E) obsahuje konstrukty kédujici geny gag-pol a env
pod kontrolou promotoru EF1la, coZ umoziiuje produkci ekotropnich retrovirovych ¢astic. Tyto
modifikace jsou stabilné pritomny v burikach odvozenych od linie HEK293T. Tato klasifikace plati pouze
v Némecku a v jinych zemich se muZze lisit.

Biomolekularni data

Mutational
profile
, ’
Zpracovani
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Dopliite médium o 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
Seeding lazax10 PUn&k/cy’®
density
Fluid renewal 2 a7 3krat tydné
Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouZivame kompletni riistové médium (véetné FBS) + 10 % DMSO pro zajisténi
medium dostate¢né Zivotaschopnosti po rozmrazeni nebo CM-1 (katalogové Cislo 800100 spole¢nosti Cytion), které
obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory pro zlepSeni regenerace a sniZeni stresu
zpUsobeného kryo.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Shipping
Conditions

Storage
Conditions

1. Ovérte si, Ze lahvicka zUstane pfi dodani hluboce zmraZena, protoZe buriky se prepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni kryovialku bud okamZité uloZte pri teploté nizsi nez -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okam?zita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvicku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezistane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pri 300 x g po dobu 3 minut, aby se buriky oddélily, a supernatant obsahujici zbytky
mraziciho média opatrné zlikvidujte.

7. Pelety bunék jemné resuspendujte v 10 ml cerstvého kultivaéniho média. U adherentnich bunék
rozdélte suspenzi mezi dvé kultivaéni bariky T25; u suspenznich kultur preneste veskeré médium do
jedné bariky T25, abyste podpofili G¢innou interakci a rdst bunék.

8. Dodrzujte zavedené subkultivacni protokoly pro kontinualni rist a udrzovani bunécné linie, ¢imz
zajistite spolehlivé vysledky experimenta.

o £o " ,
37°C,5 /°C02’ zvlhcena atmosféra.

Zadny

Kryokonzervované bunécné linie se pfepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnoZstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrZeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvi¢ky do kapalného dusiku v plynné fazi pri teploté priblizné -150 az -196
°C. Skladovani pfi -80 °C je prijatelné pouze jako kratky prechodny krok pred pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA
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Sterility
Kontaminace mykoplazmaty je vylou¢ena jak pomoci testd zaloZenych na PCR, tak pomoci luminiscencnich

metod detekce mykoplazmy.

Aby se zajistilo, Ze nedojde ke kontaminaci bakteriemi, plisnémi nebo kvasinkami, jsou buné¢né kultury denné

podrobovany vizualnim kontrolam.
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