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Cell type

DAKIKI je lidska B-lymfoblastoidni bunééna linie pozitivni na Epstein-Barrdv virus (EBV), kterd exprimuje
povrchové IgAl a vylucuje polymerni IgAl. Byla plivodné odvozena z perifernich lymfocytd dospélého pacienta s
karcinomem nosohltanu a nasledné zavedena jako nepretrzité se mnozici suspenzni kultura. Buriky vykazuji
typickou lymfoblastoidni morfologii a rostou v médiich na bazi RPMI doplnénych sérem. DAKIKI se Siroce
pouZziva jako model lidskych B bunék produkujicich IgA1, zejména pro studie zabyvajici se syntézou
imunoglobuling, regulaci sekrece a posttranslacni glykosylaci.

Biochemické a lektinové analyzy prokazaly, Ze IgAl sekretované burikami DAKIKI vykazuje O-vazané glykany s
deficitem galaktdzy v oblasti kloubu. Analyza slozeni monosacharid( a lektinovy ELISA potvrzuji obohaceni o
terminalni nebo a2,6-sialylované N-acetylgalaktosaminové (GalNAc) zbytky, coz je glykoforma charakteristicka
pro abnormalné glykosylovany IgAl pozorovany u IgA nefropatie. OSetfeni neuraminidazou vyrazné zvysuje
reaktivitu aglutininu Helix aspersa, coZ naznacuje pfitomnost sialylovanych struktur GalNAc. Funkéni testy
vyuZivajici frakce obohacené o Golgiho aparat z bunék DAKIKI prokazuji aktivitu CMP-NeuAc:GalNAc-IgAl a2,6-
sialyltransferazy, coz potvrzuje schopnost téchto bunék pfimo sialylovat O-glykany s deficitem Gal. Transkripéni
analyzy odhaluji expresi ST6-GalNAclI, ale nikoli ST6-GalNAcl, coz podporuje roli ST6-GalNAcII pri
zprostredkovani a2,6-sialylace GalNAc v kloubové oblasti IgAl.

Kromé svého vyuZziti ve vyzkumu glykosylace byl DAKIKI hodnocen z hlediska citlivosti na faktory indukujici B-
buriky a forbolestery, které mohou modulovat sekreci imunoglobulind v urcitych lidskych B-bunécnych liniich.
Ackoli DAKIKI konstitutivné sekretuje IgA, byl zafazen mezi modely B-bunék transformovanych EBV pouzivané ke
studiu regulace produkce imunoglobulint a stavi diferenciace. Diky stabilnimu profilu sekrece IgAl a
reprodukovatelné produkci glykant v kloubové oblasti s deficitem galaktdzy a a2,6-sialylaci predstavuje DAKIKI
dobre charakterizovany in vitro systém pro zkoumani mechanisma glykosylace IgAl, diferenciace B-bunék a
molekularni patogeneze poruch spojenych s IgA.
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Growth Zavé3eni
properties
Regulaéni udaje
Citation DAKIKI (katalogové ¢islo Cytion 305928)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3675

Biomolekularni data

’ ’
Zpracovani
Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilni glutamin, w: 2,0 g/l NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)
Medium
Supplements Doplrite médium o 10% FBS
Dissociation Z4dny
Reagent
Subculturing Jemné homogenizujte bunéénou suspenzi v bance pipetovanim nahoru a dold, poté odeberte reprezentativni
vzorek pro stanoveni buné¢né hustoty na ml. Suspenzi zfedte Cerstvym kultivacnim médiem tak, aby
koncentrace bunék byla 1 x 10° bunék/ml, a upravenou suspenzi rozdélte do novych bariek pro dalsi kultivaci.
Seeding 2a75x10 bunék/cm’
density
Fluid renewal 2 a7 3krat tydné
Freeze Jako kryokonzervaéni médium pouzivame kompletni riistové médium + 10% DMSO pro zajisténi dostatecné
medium Zivotaschopnosti po rozmrazeni.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Ovérte si, Ze lahvicka zGstane pfi dodani hluboce zmrazena, protoZe buriky se pfepravuji na suchém
ledu, aby se béhem prepravy udrzely optimalni teploty.

2. Po obdrzeni bud okamZité uloZte kryovialku pfi teploté nizsi neZ -150 °C, abyste zajistili zachovani
bunécéné integrity, nebo prejdéte ke kroku 3, pokud je nutna okamfZita kultivace.

3. Pro okamfZitou kultivaci rychle rozmrazte lahvi¢ku ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C s Cistou
vodou a antimikrobialnim prostfedkem a jemné ji michejte po dobu 40-60 sekund, dokud nezdstane
maly ledovy chuchvalec.

4. VSechny dalsi kroky provadéjte za sterilnich podminek v pritokové digestofi a pred otevienim
kryovialku dezinfikujte 70% ethanolem.

5. Opatrné otevrete dezinfikovanou lahvicku a preneste bunécnou suspenzi do 15 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici 8 ml kultivacniho média o pokojové teploté a jemné promichejte.

6. Smés odstredujte pfi 200 x g po dobu 5 minut, supernatant obsahujici mrazici médium opatrné
zlikvidujte.

7. Postupujte podle postupu popsaného v ¢asti Obnova po rozmrazeni

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Shipping

Conditions Kryokonzervované bunécné linie se prepravuji na suchém ledu v ovérenych, izolovanych obalech s dostate¢nym
mnozstvim chladiva, aby se po celou dobu prepravy udrZovala teplota pfiblizné -78 °C. Po obdrzeni ihned
zkontrolujte obal a neprodlené preneste lahvi¢ky do vhodného skladu.

Storage

Conditions Pro dlouhodobé uchovani umistéte lahvicky do kapalného dusiku v plynné fazi pfi teploté priblizné -150 az -196

°C. Skladovani pfi -80 °C je pfijatelné pouze jako kratky prechodny krok pfed pfemisténim do kapalného dusiku.

Kontrola kvality a molekularni analyza
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