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Vseobecné informacie

Description

Organism
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Synonyms

Charakteristika

Age

Gender

Growth
properties

R4

Plat-E (Platinum-E) je bunkova linia ur¢ena na balenie retrovirusov, vytvorena na zaklade ludskych
embryonalnych oblickovych buniek 293T. Bola vyvinuta s cielom poskytnut stabilny a efektivny systém na
docasnt produkciu ekotropnych retrovirusov s vysokym titrom. Bunka bola vytvorend pomocou novych
baliacich konstruktov, v ktorych je expresia virusovych Strukturalnych génov - gag-pol a env - riadena ludskym
promotérom EF1a, ktory je v bunkach 293T podstatne silnejsi ako bezny promotér MuLV s dlhym terminalnym
opakovanim (LTR). Tato konstrukcia zabezpecuije silnt transkripénu aktivitu a podporuje vysokl produkciu
virusovych zloZiek potrebnych na efektivne zostavenie a balenie retrovirusov.

Bunky Plat-E boli generované prostrednictvom postupnej stabilnej transfekcie konsStruktov pEnv-IRES-puror a
pGag-pol-IRES-bsr, ktoré spajaju virusové gény s markermi rezistencie voci antibiotikam prostrednictvom
vnutornych miest vstupu do ribozému (IRES). Tato konfiguracia zarucuje, Ze iba bunky exprimujlce esencialne
virusové gény ziskaju aj rezistenciu voci antibiotikam, ¢o umoznuje selekciu subklonov s vysokou expresiou.
Vysledna linia Plat-E konzistentne produkuje retrovirusy s titrami az 1 x 107 infek¢nych jednotiek na mililiter po
dobu najmenej Styroch mesiacov pri kultivacii v podmienkach dvojitej selekcie s puromycinom a blasticidinom.
Analyzy Northern blot, aktivity reverznej transkriptazy a prietokovej cytometrie potvrdili, Ze Plat-E vykazuje
vyrazne vyssiu expresiu gag-pol a env ako predchadzajlce baliace linie, ako s Bosc23 a Phoenix-E.

Architektdra Plat-E minimalizuje riziko generovania replikacne kompetentného retrovirusu (RCR) tym, Ze
obmedzuje baliace konstrukty iba na potrebné kédujlce oblasti virusovych Strukturalnych génov a oddeluje ich
na rozne plazmidy. Tento dizajn vyZaduje najmenej tri rekombinacné udalosti na produkciu RCR, ¢im sa zvySuje
biologicka bezpecnost. Plat-E sa osvedcil v aplikaciach génového prenosu, vratane efektivnej transdukcie
primarnych buniek, ako st T bunky a Zirne bunky. Jeho vykonnost a dlhodoba stabilita z neho robia spolahlivi
platformu pre produkciu retrovirovych vektorov v zakladnom vyskume aj v predklinickom vyvoji génovej
terapie.
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Citation PLAT-E (katalégové ¢islo Cytion 305855)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_B488

GMO Status GMO-S1: Tato retrovirova baliaca bunkova linia (PLAT-E) obsahuje konstrukty kddujlce gény gag-pol a
env pod kontrolou promotora EF1a, ¢o umoZiuje produkciu ekotropnych retrovirovych Castic. Tieto
modifikacie su stabilne pritomné v bunkach odvodenych z HEK293T. Toto zaradenie plati iba v Nemecku
avinych krajinach sa méze lisit.

Biomolekularne udaje

Mutational
profile
Spracovanie

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)

Medium

Supplements Doplrite médium o 10 % FBS

Dissociation Accutase

Reagent

Seeding 1a74x10* PUMiek/cm”

density

Fluid renewal 2 a7 3-krdt tyzdenne

Freeze Ako kryokonzerva¢né médium pouzivame kompletné rastové médium (vratane FBS) + 10 % DMSO na

medium zabezpecenie primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni alebo CM-1 (katalégové Cislo 800100 spolo¢nosti
Cytion), ktoré obsahuje optimalizované osmoprotektanty a metabolické stabilizatory na zlepSenie regeneracie a
zniZenie stresu spdsobeného kryo.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamfZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpedili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamzitej kultivacie injekén( liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢com ju jemne miesajte 40 - 60
sekund, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. VSetky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovand flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skumavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 300 x g pocas 3 minut, aby sa bunky oddelili, a opatrne zlikvidujte supernatant
obsahujuci zvysky zmrazovacieho média.

7. Pelet buniek jemne resuspendujte v 10 ml Cerstvého kultivacného média. V pripade adherentnych
buniek rozdelte suspenziu medzi dve kultivaéné banky T25; v pripade suspenznych kultdr preneste
vSetko médium do jednej banky T25, aby ste podporili Gc¢innd interakciu a rast buniek.

8. DodrZiavajte zavedené subkultivacné protokoly na nepretrZity rast a udrziavanie bunkovej linie, ¢im sa
zabezpecia spolahlivé vysledky experimentov.

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, 2vIhcend atmosféra.

Flask Coating Ziadne

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravujd na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnoZstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned
skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage
Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injekéné liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.
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Kontrola kvality / Geneticky profil / HLA

Sterility
Kontaminacia mykoplazmami sa vylucuje pomocou testov zaloZzenych na PCR a metdd detekcie mykoplaziem

zaloZenych na luminiscencii.

Aby sa zabezpecilo, Ze nedoslo ku kontaminacii baktériami, hubami alebo kvasinkami, bunkové kultiry sa
denne vizualne kontrolujd.
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