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Altalanos informaciok

Description
A Plat-E (Platinum-E) egy retrovirus-csomagolo sejtvonal, amelyet emberi embrionalis vese 293T sejtekbdl

alakitottak ki. Fejlesztésének célja egy stabil és hatékony rendszer biztositasa volt a magas titerd, ekotrop
retrovirusok atmeneti el6allitdsdhoz. A sejtvonalat olyan Gjszer(i csomagold konstrukcidk felhasznalasaval
hoztak létre, amelyekben a virus szerkezeti génjeinek - gag-pol és env - expresszidjat a human EF1a promdter
vezérli, amely a 293T sejtekben lényegesen hatékonyabb, mint a hagyomanyos MuLV hosszu terminalis
ismétlédés (LTR) promoter. Ez a kialakitas biztositja a robusztus transzkripcids aktivitast, és tamogatja a
hatékony retrovirus-Gsszeszereléshez és -csomagolashoz sziikséges viruskomponensek magas szint(
el6allitasat.

A Plat-E sejteket a pEnv-IRES-puror és a pGag-pol-IRES-bsr konstrukciok egymast kovetd, stabil
transzfekcidjaval allitottuk el6, amelyek a virusgéneket belsé riboszdmabehatolasi helyek (IRES) segitségével
kapcsoljak 6ssze az antibiotikum-rezisztencia markerekkel. Ez a konfiguracié garantalja, hogy csak azok a sejtek
szerezzenek antibiotikum-rezisztenciat, amelyek a nélkiilozhetetlen virusgéneket expresszaljak, lehet6vé téve a
magas expresszioju szubklonok szelekcidjat. Az igy kapott Plat-E vonal puromicin és blasticidin kett6s
szelekcidja mellett tenyésztve legalabb négy honapig kovetkezetesen termel retrovirusokat, amelyek titerje
milliliterenként akar 1 x 107 fert8z8 egység is lehet. Northern blot, reverz transzkriptaz aktivitas és aramlasi
citometriai elemzések megerGsitették, hogy a Plat-E szignifikdnsan magasabb gag-pol és env expressziét mutat,
mint az el6d csomagolé vonalak, példaul a Bosc23 és a Phoenix-E.

A Plat-E felépitése minimalizalja a replikaciora képes retrovirus (RCR) keletkezésének kockazatat azaltal, hogy a
csomagold konstrukciokat a virus szerkezeti gének szlikséges kodold régidira korlatozza, és azokat kiilonb6z6
plazmidokra osztja szét. Ez a kialakitas legalabb harom rekombinacios eseményt igényel az RCR elallitasahoz,
ezaltal novelve a bioldgiai biztonsagot. A Plat-E hasznosnak bizonyult génatviteli alkalmazasokban, beleértve az
elsédleges sejtek, példaul a T-sejtek és a hizésejtek hatékony transzdukcidjat. Teljesitménye és hosszd tavd
stabilitasa megbizhaté platformma teszi a retroviralis vektorok eléallitasahoz mind az alapkutatasban, mind a
preklinikai génterapias fejlesztésben.

Organism Emberi

Tissue Magzati vese

Synonyms Platinum-E
Jellemzok

Age Magzat

Gender N&i

Growth Adherent
properties
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Szabalyozasi adatok

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

CellosaurusAccession

GMO Status

PLAT-E (Cytion katalégusszam: 305855)

9606

CVCL_B488

GMO-S1: Ez a retroviralis csomagold sejtvonal (PLAT-E) olyan konstrukciokat tartalmaz, amelyek az EFla
promoter szabalyozasa alatt kddoljak a gag-pol és az env géneket, lehetGvé téve az ekotrdp retroviralis
részecskék eléallitasat. A modositasok stabilan jelen vannak a HEK293T-b6l szarmazo sejtekben. Ez a
besorolas kizardlag Németorszag teriiletén érvényes, mas orszagokban eltéré lehet.

Biomolekularis adatok

Mutational
profile
&,
A kezelese
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabil glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion 820700a cikkszam)
Medium
Supplements Ataptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel
Dissociation Accutase
Reagent
Seeding 1-4x 10" sejt/cm’
density
Fluid renewal hetente 2-3 alkalommal
Freeze Krioprezervald taptalajként teljes névekedési taptalajt (beleértve az FBS-t) + 10% DMSO-t hasznalunk a
medium megfeleld kiolvasztas utani életképesség érdekében, vagy CM-1-et (Cytion katalégusszam: 800100), amely
optimalizalt ozmoprotektansokat és metabolikus stabilizatorokat tartalmaz a regeneralddas fokozasa és a krio-
indukalt stressz csokkentése érdekében.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Ellenérizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szarazjégen

szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megé6rzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcios liveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfiird6be meritjik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjik, amig egy kis jégcsomé nem marad.

4. Az Osszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és nyitas el6tt
fert6tlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t dvatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugéljuk az elegyet 300 x g-n 3 percig a sejtek szétvalasztasahoz, és dvatosan dobjuk el a maradék
fagyasztokozeget tartalmazo feliiliszot.

7. Ovatosan szuszpendaljuk Gjra a sejtpelletet 10 ml friss tiptalajban. Adheziv sejtek esetében ossza a
szuszpenziot két T25-0s tenyésztélombik kozott; szuszpenzids kultirak esetében az 6sszes
tapfolyadékot tegye at egy T25-6s lombikba a hatékony sejtkolcsonhatas és novekedés elésegitése
érdekében.

8. Asejtvonal folyamatos névekedése és fenntartasa érdekében tartsa be a megallapitott szubkultdra
protokollokat, biztositva a megbizhaté kisérleti eredményeket.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ parasitott légkor.

Flask Coating Nincs

Shipping
Conditions A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,

hogy a szallitas sordn a h6mérsékletet kériilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgélja meg a
taroldedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids tivegeket a megfeleld tarolohelyre.

Storage
Conditions HosszU tavd tartdsitas céljabol helyezze az tivegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, koriilbeliil -150 és -196 °C

kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [épésként fogadhato el a folyékony
nitrogénbe valo atvitel elétt.
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Minéségellendrzés [ Genetikai profil / HLA

Sterility
A mikoplazma-szennyezGdést mind a PCR-alapt vizsgalatokkal, mind a lumineszcencia-alap mikoplazma-
kimutatasi modszerekkel kizarjak.
A bakterialis, gombas vagy élesztégombdas szennyezddés elkeriilése érdekében a sejtkultirakat napi vizualis
ellendrzésnek vetik ala.
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