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Allman information

Description
Plat-E (Platinum-E) &r en cellinje for retroviruspaketering som har framstallts utifran den humana embryonala

njurcellinjen 293T. Den har utvecklats for att tillhandahalla ett stabilt och effektivt system for tillfallig
produktion av ekotropa retrovirus med hog titer. Cellinjen konstruerades med hjalp av nya
forpackningskonstruktioner dar uttrycket av virala strukturgener - gag-pol och env - drivs av den humana EFla-
promotorn, som ar betydligt mer potent i 293T-celler an den konventionella MuLV-promotorn med lang terminal
repetition (LTR). Denna design sakerstaller robust transkriptionsaktivitet och stodjer hogproduktion av virala
komponenter som ar nédvandiga for effektiv retrovirusmontering och férpackning.

Plat-E-celler genererades genom sekventiell stabil transfektion av pEnv-IRES-puror- och pGag-pol-IRES-bsr-
konstruktioner, vilka kopplar de virala generna till antibiotikaresistensmarkorer via interna
ribosomintradesstallen (IRES). Denna konfiguration garanterar att endast celler som uttrycker de essentiella
virala generna ocksa far antibiotikaresistens, vilket mojliggor selektion av subkloner med hogt uttryck. Den
resulterande Plat-E-linjen producerar konsekvent retrovirus med titrar upp till 1 x 10 infektidsa enheter per
milliliter under minst fyra manader nér den odlas under dubbel selektion med puromycin och blasticidin.
Northern blot-, revers transkriptasaktivitets- och flodescytometrianalyser bekraftade att Plat-E uppvisar
signifikant hogre gag-pol- och env-expression an tidigare forpackningslinjer sasom Bosc23 och Phoenix-E.

Plat-E:s arkitektur minimerar risken for att generera replikationskompetenta retrovirus (RCR) genom att
begransa forpackningskonstruktionerna till endast de nédvandiga kodande regionerna av de virala
strukturgenerna och separera dem pa olika plasmider. Denna design kraver minst tre rekombinationshandelser
for att producera RCR, vilket ddrmed forbéattrar biosdkerheten. Plat-E har visat sig vara anvandbart i
genoverforingsapplikationer, inklusive effektiv transduktion av priméra celler sdsom T-celler och mastceller.
Dess prestanda och langsiktiga stabilitet gor det till en palitlig plattform for produktion av retrovirala vektorer
inom bade grundforskning och preklinisk utveckling av genterapi.

Organism Méanniskan
Tissue Fetal njure
Synonyms Platinum-E

Egenskaper

Age Foster
Gender Kvinna

Growth Féljsam
properties

Lagstadgade uppgifter
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Citation PLAT-E (Cytion-artikelnummer 305855)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_B488

GMO Status GMO-S1: Denna retrovirala férpackningscellinje (PLAT-E) innehaller konstruktioner som kodar for gag-
pol och env under kontroll av EF1a-promotorn, vilket mojliggor produktion av ekotropa retrovirala
partiklar. Modifikationerna forekommer stabilt i celler som harstammar fran HEK293T. Denna
klassificering galler endast inom Tyskland och kan skilja sig at i andra lander.

Biomolekylara data

Mutational
profile
Hantering

Culture RPMI 1640, med: 2,0 mM stabilt glutamin, med: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion artikelnummer 820700a)

Medium

Supplements Komplettera mediet med 10% FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Seeding 1till 4x 10" cell®/cm’

density

Fluid renewal 2 till 3 génger per vecka

Freeze Som kryokonserveringsmedium anvédnder vi komplett tillvaxtmedium (inklusive FBS) + 10% DMSO for adekvat

medium viabilitet efter upptining, eller CM-1 (Cytion katalognummer 800100), som innehaller optimerade
osmoprotektanter och metaboliska stabilisatorer for att forbattra dterhamtningen och minska kryoinducerad
stress.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Shipping
Conditions

Storage
Conditions

1. Bekrafta att flaskan ar djupfryst vid leverans, eftersom cellerna skickas pa torris for att bibehalla
optimala temperaturer under transporten.

2. Vid mottagandet ska du antingen forvara kryovialen omedelbart vid temperaturer under -150 °C for att
sdkerstalla att cellernas integritet bevaras, eller ga vidare till steg 3 om omedelbar odling kravs.

3. Vid omedelbar odling ska injektionsflaskan snabbt tinas genom att den sénks ned i ett 37 °C vattenbad
med rent vatten och ett antimikrobiellt medel och omrors forsiktigt i 40-60 sekunder tills en liten
isklump aterstar.

4. Utfor alla efterfdljande steg under sterila forhallanden i en flédeshuv och desinficera kryovialerna med
70 % etanol innan de 6ppnas.

5. Oppna forsiktigt den desinficerade flaskan och éverfér cellsuspensionen till ett 15 ml centrifugrér som
innehaller 8 ml rumstempererat odlingsmedium och blanda forsiktigt.

6. Centrifugera blandningen vid 300 x g i 3 minuter for att separera cellerna och kassera forsiktigt
supernatanten som innehaller resterande frysmedium.

7. Resuspendera forsiktigt cellpelleten i 10 ml farskt odlingsmedium. For adherenta celler, fordela
suspensionen mellan tva T25-kulturkolvar; for suspensionskulturer, 6verfor allt medium till en T25-kolv
for att framja effektiv cellinteraktion och tillvaxt.

8. Folj faststallda subkulturprotokoll for fortsatt tillvéxt och underhall av cellinjen, vilket sékerstaller
tillforlitliga experimentella resultat.

0 0, ..
37°C,5 /°C02’ befuktad atmosfar.

Ingen

Kryopreserverade cellinjer skickas pa torris i validerade, isolerade forpackningar med tillrackligt med kylmedel
for att halla cirka -78 °C under hela transporten. Vid mottagandet ska behallaren omedelbart inspekteras och
flaskorna utan dréjsmal 6verforas till ldmplig forvaring.

For langtidsforvaring, placera flaskorna i flytande kvéve i angfas vid ca -150 till -196 °C. Férvaring vid -80 °C ar
acceptabelt endast som ett kort mellanliggande steg innan 6verforing till flytande kvave.

Kvalitetskontroll / Genetisk profil / HLA
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Sterility
Mykoplasmakontaminering utesluts med hjalp av bade PCR-baserade analyser och luminiscensbaserade

metoder for mykoplasmadiagnostik.

For att sdkerstélla att det inte finns nagon kontaminering av bakterier, svamp eller jast utsatts cellkulturerna for
dagliga visuella inspektioner.
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