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Vispariga informacija

Description
Plat-E (Platinum-E) ir retrovirusu iepakosSanas stinu linija, kas izveidota, izmantojot cilvéka embrionalo nieru

293T Stinu ka pamatu. Ta tika izstradata, lai nodrosinatu stabilu un efektivu sistému augsta titra ekotropo
retrovirusu pagaidu raZo3anai. Stinu linija tika izveidota, izmantojot jaunus iepako$anas konstruktus, kuros
virusu strukturalo génu — gag-pol un env — ekspresiju virza cilvéka EF1a promotors, kas 293T Sunas ir
ievérojami spécigaks neka parastais MuLV gara terminala atkartojuma (LTR) promotors. Sis dizains nodrosina
stabilu transkripcijas aktivitati un atbalsta augsta limena virusu komponentu razoSanu, kas nepiecieSama
efektivai retrovirusu montazai un iepakosanai.

Plat-E Sunas tika iegltas, secigi veicot stabilu pEnv-IRES-puror un pGag-pol-IRES-bsr konstrukciju transfekciju,
kas saista virusu génus ar antibiotiku rezistences markieriem caur iek$&jam ribosomu ieejas vietam (IRES). ST
konfiguracija garantg, ka tikai sinas, kas ekspresé biitiskos virusu génus, iegiist art antibiotiku rezistenci, laujot
atlasit subklonus ar augstu ekspresiju. legita Plat-E linija konsekventi razo retrovirusus ar titriem lidz 1 x 107
infekciozajam vienibam uz mililitru vismaz Cetrus ménesus, ja tiek kultiveta dubultas selekcijas apstaklos ar
puromicinu un blasticidinu. Northern blot, reversas transkriptazes aktivitates un plismas citometrijas analizes

[inijas, pieméram, Bosc23 un Phoenix-E.

Plat-E arhitektiira samazina risku radit replikacijas spéjigus retrovirusus (RCR), ierobeZojot iepakosanas
konstrukcijas tikai ar nepiecieSamajam virusu strukturalo génu kod&josajam regionam un sadalot tas dazadas
plazmidas. Sis dizains prasa vismaz tris rekombinacijas notikumus, lai raditu RCR, tadé&jadi uzlabojot biologisko
drosibu. Plat-E ir pieradijis savu lietderibu génu parneses lietojumos, tostarp efektiva primaro sStinu, pieméram,
T Stnu un tuskas Stinu, transdukcija. Ta veiktspé&ja un ilgtermina stabilitate padara to par uzticamu platformu
retroviralo vektoru razosanai gan pamatpétnieciba, gan pirmskliniskaja génu terapijas attistiba.

Organism Cilvéks

Tissue Augla nieres

Synonyms Platinum-E
Raksturojums

Age Auglis

Gender Sievietes

Growth Adherent
properties

Normativie dati
Citation PLAT-E (Cytion kataloga numurs 305855)
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Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606
CellosaurusAccession CVCL_B488

GMO Status GMO-S1: ST retroviralo dalinu iepako3anas $iinu linija (PLAT-E) satur konstruktus, kas kodé gag-pol un
env génus EF1a promotora kontrolé, nodroSinot ekotropo retroviralo dalinu razo$anu. Sis modifikacijas
ir stabili klateso$as no HEK293T atvasinatajas $inas. ST klasifikacija ir spéka tikai Vacija un citas valstis
var atskirties.

Biomolekularie dati

Mutational
profile
Darbs ar

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabils glutamins, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion izstradajuma numurs 820700a)

Medium

Supplements Papildinat barotni ar 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Seeding 1lidz4x 10" §anas/cm’

density

Fluid renewal 2 lidz 3 reizes nedéla

Freeze Ka kriokonservéSanas barotni més izmantojam pilnvértigu augsanas barotni (ieskaitot FBS) + 10 % DMSO, lai

medium nodrosinatu pietiekamu dzivotspéju péc atkauséSanas, vai CM-1 (Cytion kataloga numurs 800100), kas ietver
optimizétus osmoprotektorus un metaboliskos stabilizatorus, lai uzlabotu atveselo$anos un samazinatu
krioinducéto stresu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Shipping
Conditions

Storage
Conditions

1. Parliecinieties, ka péc piegades flakons paliek dzili sasaldéts, jo Stinas tiek sutitas uz sausa ledus, lai
parvadasanas laika saglabatu optimalu temperataru.

2. Péc sanemsanas vai nu nekavéjoties uzglabat kriovialu temperatira, kas zemaka par -150 °C, lai
nodrosinatu Sunu integritates saglabasanu, vai ari turpinat 3. posmu, ja nepiecieSama talitéja
kultivésana.

3. Talitejas kultiveésanas gadijuma atri atkauséjiet flakonu, iegremdéjot to 37°C Gidens vanna ar tiru Gdeni
un antibakterialu lidzekli, viegli maisot 40-60 sekundes, lidz paliek neliels ledus gabalins.

4. Visas turpmakas darbibas veiciet sterilos apstaklos pllismas nosiicéja, pirms atvérsanas dezinficéjot
kriovialu ar 70% etanolu.

5. Uzmanigi atveriet dezinficéto flakonu un parnesiet Stinu suspensiju 15 ml centrifligas mégené, kura ir 8
mlistabas temperatiras barotnes, uzmanigi samaisot.

6. Centrifugéjiet maisijumu ar 300 x g 3 mindtes, lai atdalitu Stinas, un uzmanigi izmetiet virskartu, kas
satur saldésanas barotnes atlikumus.

7. Viegli resuspendét Stnu granulas 10 ml svaigas barotnes. Adhézijas Slinu gadijuma suspensiju sadalit
divas T25 kolbas; suspensijas kultliram visu barotni parnest viena T25 kolba, lai veicinatu efektivu Stinu
mijiedarbibu un augsanu.

8. levérojiet noteiktos subkulttiru protokolus, lai nodrosSinatu nepartrauktu Stinu linijas augSanu un
uzturésanu, tadéjadi nodroSinot uzticamus eksperimentu rezultatus.

or 0 - _
37°C,5 /°C02’ mitrinata atmosféra.

Neviens

Kriokonservétas Stinu linijas tiek sutitas uz sausa ledus apstiprinata, izoléta iepakojuma ar pietieckamu
dzeséSanas Skidruma daudzumu, lai visa transportéSanas laika uzturétu aptuveni -78 °C temperatiru. Péc
sanemsanas nekavéjoties parbaudiet iepakojumu un nekavéjoties parvietojiet flakonus uz atbilstosu
uzglabasanas vietu.

Ilgstosai uzglabasanai flakonus ievietojiet Skidra slapekli ar tvaika fazi aptuveni -150 lidz -196 °C temperatara.
Uzglabasana -80 °C temperatdra ir pielaujama tikai ka iss starpposms pirms parvietoSanas uz skidro slapekli.
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Kvalitates kontrole / Genetiskais profils / HLA

Sterility
Mikoplazmas piesarnojums tiek izslégts, izmantojot gan uz PCR balstitus testus, gan uz luminiscenci balstitas
mikoplazmas noteiksanas metodes.
Lai parliecinatos, ka nav baktériju, séniSu vai rauga piesarnojuma, stinu kultiiras katru dienu vizuali parbauda.
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