Product sheet u' CYtion

PLAT-E Hiicreleri | 305855

Genel bilgi

Description
Plat-E (Platinum-E), insan embriyonik bobrek 293T hiicre hattindan gelistirilmis bir retroviriis paketleme hiicre

hattidir. Yiiksek titreli, ekotropik retroviriislerin gecici tiretimi icin kararli ve verimli bir sistem saglamak lizere
gelistirilmistir. Hiicre hatti, viral yapisal genlerin (gag-pol ve env) ekspresyonunun, 293T hiicrelerinde geleneksel
MuLV uzun terminal tekrari (LTR) promotdriinden 6nemli 6l¢lide daha giiclii olan insan EF1a promotorii
tarafindan yonlendirildigi yeni paketleme yapilari kullanilarak olusturulmustur. Bu tasarim, saglam
transkripsiyon aktivitesini garanti eder ve verimli retroviriis montaji ve paketlemesi icin gerekli olan viral
bilesenlerin yiiksek seviyede liretimini destekler.

Plat-E hiicreleri, viral genleri i¢ ribozom giris bolgeleri (IRES) araciligiyla antibiyotik direng belirteglerine
baglayan pEnv-IRES-puror ve pGag-pol-IRES-bsr yapilarinin sirali ve stabil transfeksiyonu yoluyla tiretilmistir. Bu
konfigiirasyon, yalnizca temel viral genleri eksprese eden hiicrelerin antibiyotik direnci kazanmasini garanti
eder ve boylece yiiksek ekspresyonlu alt klonlarin secilmesine olanak tanir. Ortaya cikan Plat-E hatti, puromisin
ve blasticidin ile cift seleksiyon altinda kiiltiirlendiginde, en az dort ay boyunca mililitre basina 1 x 107
enfeksiydz birime kadar titreye sahip retrovirisleri tutarli bir sekilde lretir. Northern blot, ters transkriptaz
aktivitesi ve akis sitometrisi analizleri, Plat-E'nin Bosc23 ve Phoenix-E gibi dnceki paketleme hatlarina gore
onemli 6lglide daha yiiksek gag-pol ve env ekspresyonu sergiledigini dogrulamistir.

Plat-E'nin mimarisi, paketleme yapilarini viral yapisal genlerin yalnizca gerekli kodlama bolgeleriyle sinirlayarak
ve bunlari farkli plazmidlere ayirarak replikasyon yetenegine sahip retroviriis (RCR) olusumu riskini en aza
indirir. Bu tasarim, RCR Uretmek icin en az lic rekombinasyon olayi gerektirir, boylece biyogiivenligi artirir. Plat-
E, T hiicreleri ve mast hiicreleri gibi birincil hiicrelerin verimli transdiiksiyonu dahil olmak tizere gen transferi
uygulamalarinda yararli oldugu kanitlanmistir. Performansi ve uzun vadeli stabilitesi, onu hem temel arastirma
hem de preklinik gen terapisi gelistirmelerinde retroviral vektor tretimi icin giivenilir bir platform haline
getirmektedir.

Organism insan
Tissue Fetal bébrek
Synonyms Platinum-E

Ozellikler

Age Fetus
Gender Kadin

Growth Yapisik
properties
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Citation PLAT-E (Cytion katalog numarasi 305855)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_B488

GMO Status GMO-S1: Bu retroviral paketleme hiicre hatti (PLAT-E), EF1a promotériiniin kontrolii altinda gag-pol ve
env genlerini kodlayan yapilari icerir ve ekotropik retroviral partikiillerin tiretimini destekler. Bu
modifikasyonlar, HEK293T kaynakli hiicrelerde kalici olarak mevcuttur. Bu siniflandirma yalnizca
Almanya icinde gecerlidir ve baska iilkelerde farklilik gosterebilir.

Biyomolekiiler Veriler

Mutational
profile
Ellecleme
Culture RPMI 1640, w: 2.0 mM stabil Glutamin, w: 2.0 g/L NaHCO3 (Cytion makale numarasi 820700a)
Medium
Supplements Ortami %10 FBS ile takviye edin
Dissociation Accutase
Reagent
Seeding lila4x10 hierecn’
density
Fluid renewal haftada 2ila 3 kez
Freeze Kriyoprezervasyon ortami olarak, yeterli ¢éziilme sonrasi canlilik i¢in tam biiylime ortami (FBS dahil) + %10
medium DMSO veya iyilesmeyi artirmak ve kriyo-indiiklenmis stresi azaltmak icin optimize edilmis ozmoprotektanlar ve
metabolik stabilizatorler iceren CM-1 (Cytion katalog numarasi 800100) kullaniyoruz.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Flask Coating

Shipping
Conditions

Storage
Conditions

1. Hiicreler tasima sirasinda optimum sicakliklari korumak igin kuru buz lizerinde gonderildiginden,
flakonun teslimat sirasinda derin dondurulmus halde kaldigini teyit edin.

2. Teslim aldiktan sonra, hiicresel biitlinligiin korunmasini saglamak icin kriyoviali hemen -150°C'nin
altindaki sicakliklarda saklayin veya hemen kiiltiirleme gerekiyorsa 3. adima gegin.

3. Derhal kiiltiirleme icin flakonu temiz su ve antimikrobiyal bir madde iceren 37°C'lik bir su banyosuna
daldirip kiigiik bir buz kiimesi kalana kadar 40-60 saniye boyunca hafifce ¢alkalayarak hizlica ¢oziin.

4. Sonraki tim adimlar steril kosullar altinda bir akis basligi icinde gerceklestirin ve agmadan 6nce
kriyoviyalleri %70 etanol ile dezenfekte edin.

5. Dezenfekte edilmis flakonu dikkatlice agin ve hiicre siispansiyonunu 8 ml oda sicakliginda kiiltiir ortami
iceren 15 ml'lik bir santrifiij tiiptine aktarin ve hafifce karistirin.

6. Hucreleri ayirmak icin karisimi 300 x g'de 3 dakika santrifiijleyin ve artik dondurma ortami iceren
suipernatanti dikkatlice atin.

7. Hiicre peletini 10 ml taze kultur ortaminda yavasca yeniden stispanse edin. Yapisik hiicreler igin,
stispansiyonu iki T25 kdiltiir sisesi arasinda boliin; siispansiyon kiltiirleri icin, etkili hiicre etkilesimini ve
biiylimesini tesvik etmek lizere tiim ortami tek bir T25 sisesine aktarin.

8. Hiicre hattinin stirekli bilylimesi ve bakimi icin belirlenmis alt kiiltiir protokollerine uyun ve giivenilir
deneysel sonuclar elde edin.

37°C, %5 nemlendirilmis atmosfer.

co2’

Yok

Kriyoprezerve edilmis hiicre hatlari, nakliye boyunca yaklasik -78 °C'yi korumak igin yeterli sogutucu akiskan
iceren, onaylanmis, yalitilmis ambalajlarda kuru buz iizerinde génderilir. Teslim aldiginizda, kabi hemen
inceleyin ve flakonlari gecikmeden uygun depoya aktarin.

Uzun siireli muhafaza igin flakonlari yaklasik -150 ila -196 °C'de buhar fazli sivi nitrojen icine yerlestirin. 80 °C'de
saklama yalnizca sivi nitrojene aktarilmadan 6nce kisa bir ara adim olarak kabul edilebilir.

Kalite kontrol /| Genetik profil / HLA
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Sterility
Mikoplazma kontaminasyonu hem PCR tabanli tahliller hem de liiminesans tabanli mikoplazma tespit
yontemleri kullanilarak dislanir.
Bakteriyel, fungal veya maya kontaminasyonu olmadigindan emin olmak icin hiicre kiltirleri giinliik gorsel
incelemelere tabi tutulur.
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