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Informacje ogélne

Description
Plat-E (Platinum-E) to linia komdrkowa stuzaca do pakowania retrowirusow, wyhodowana na bazie ludzkich

embrionalnych komorek nerkowych 293T. Zostata ona opracowana w celu zapewnienia stabilnego i wydajnego
systemu do przej$ciowej produkcji ekotropowych retrowiruséw o wysokim mianie. Linia komdrkowa zostata
skonstruowana przy uzyciu nowatorskich konstrukcji pakujacych, w ktérych ekspresja gendw strukturalnych
wirusa - gag-pol i env - jest sterowana przez ludzki promotor EF1a, ktdry jest znacznie silniejszy w komérkach
293T niz konwencjonalny promotor dtugiego powtdrzenia terminalnego (LTR) wirusa MuLV. Taka konstrukcja
zapewnia silng aktywno$¢ transkrypcyjna i umozliwia produkcje na wysokim poziomie sktadnikéw wirusowych
niezbednych do wydajnego montazu i pakowania retrowirusow.

Komérki Plat-E wyhodowano poprzez sekwencyjna stabilna transfekcje konstrukeji pEnv-IRES-puror i pGag-pol-
IRES-bsr, ktére tacza geny wirusowe z markerami opornosci na antybiotyki poprzez wewnetrzne miejsca wejscia
rybosomu (IRES). Taka konfiguracja gwarantuje, ze tylko komorki wyrazajace niezbedne geny wirusowe zyskuja
réwniez opornosc na antybiotyki, co pozwala na selekcje subklondéw o wysokiej ekspresji. Powstata linia Plat-E
konsekwentnie wytwarza retrowirusy o mianie do 1 x 107jednostek zakaznych na mililitr przez co najmniej
cztery miesiace, gdy jest hodowana w warunkach podwojnej selekcji z uzyciem puromycyny i blastycydyny.
Analizy metoda Northern blot, aktywnosci odwrotnej transkryptazy oraz cytometrii przeptywowej potwierdzity,
ze Plat-E wykazuje znacznie wyzsza ekspresje gag-pol i env niz poprzednie linie pakujace, takie jak Bosc23 i
Phoenix-E.

Architektura Plat-E minimalizuje ryzyko wytworzenia retrowirusa zdolnego do replikacji (RCR) poprzez
ograniczenie konstrukcji pakujacych wytacznie do niezbednych regiondéw kodujacych gendw strukturalnych
wirusa i rozdzielenie ich na r6zne plazmidy. Taka konstrukcja wymaga co najmniej trzech zdarzen rekombinacji
do wytworzenia RCR, co zwieksza bezpieczeristwo biologiczne. Plat-E okazat sie przydatny w zastosowaniach
zwigzanych z transferem gendw, w tym w skutecznej transdukcji komorek pierwotnych, takich jak komorki T i
komérki tuczne. Jego wydajnosé i dtugoterminowa stabilno$¢ sprawiaja, ze jest to niezawodna platforma do
produkcji wektoréw retrowirusowych zaréwno w badaniach podstawowych, jak i przedklinicznym rozwoju
terapii genowe;j.

Organism Cztowiek

Tissue Nerka ptodu

Synonyms Platinum-E
Charakterystyka

Age Ptod

Gender Kobieta

Growth Adherent

properties
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Dane regulacyjne

Citation PLAT-E (numer katalogowy Cytion 305855)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_B488

GMO Status GMO-S1: Ta linia komérkowa stuzaca do pakowania retrowiruséw (PLAT-E) zawiera konstrukcje
kodujace geny gag-pol i env pod kontrola promotora EF1a, co umozliwia produkcje czastek
retrowirusow ekotropowych. Modyfikacje te s stabilnie obecne w komérkach pochodzacych z linii
HEK293T. Klasyfikacja ta obowiazuje wytacznie na terenie Niemiec i moze réznic sie w innych krajach.

Dane biomolekularne

Mutational
profile
Obstuga
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnej glutaminy, w: 2,0 g/L NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820700a)
Medium
Supplements Uzupetnié podtoze 10% FBS
Dissociation Accutase
Reagent
. 4 , 2
Seeding od1do4x10 komdrek/cm
density
Fluid renewal 2 do 3 razy w tygodniu
Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej (w tym FBS) + 10% DMSO w celu
medium zapewnienia odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu lub CM-1 (numer katalogowy Cytion 800100), ktéra
zawiera zoptymalizowane osmoprotektanty i stabilizatory metaboliczne w celu zwiekszenia regeneracji i
zmniejszenia stresu wywotanego kriokonserwacja.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa

wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzyc¢ zdezynfekowana fiolke i przenies¢ zawiesing komorek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscia 300 x g przez 3 minuty w celu oddzielenia komérek i ostroznie
odrzucic supernatant zawierajacy pozostatosci pozywki do zamrazania.

7. Delikatnie ponownie zawiesi¢ osad komorek w 10 ml Swiezego podtoza hodowlanego. W przypadku
komérek przylegajacych, rozdzieli¢ zawiesine pomiedzy dwie kolby hodowlane T25; w przypadku
hodowli zawiesinowych, przenies¢ cata pozywke do jednej kolby T25 w celu promowania skutecznej
interakcji i wzrostu komorek.

8. Przestrzegaj ustalonych protokotéw podhodowli w celu ciagtego wzrostu i utrzymania linii komérkowe;j,
zapewniajac wiarygodne wyniki eksperymentdow.

Incubation

or 0 s
Atmosphere 37°C,5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Flask Coating Brak

z::'lpdpi::?fns Linie komédrkowe poddane kriokonserwacji s3 wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymad temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.
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Storage

Conditions W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od

-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejsciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci / Profil genetyczny [ HLA

Sterility
Zanieczyszczenie mykoplazma jest wykluczane przy uzyciu zaréwno testéw opartych na PCR, jak i metod

wykrywania mykoplazmy opartych na luminescencji.

Aby upewnic sie, ze nie ma zanieczyszczenia bakteriami, grzybami lub drozdzami, hodowle komérkowe sa
poddawane codziennym kontrolom wizualnym.

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Niemcy
Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



