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Uldine teave

Description
DAKIKI on inimese Epstein-Barr-viiruse (EBV) positiivne B-liimfoblastoidne rakuliin, mis ekspresseerib pinnal

IgAl-i ja eritab poliimeerset IgAl-i. See saadi algselt nina-neelu kartsinoomiga tdiskasvanud patsiendi
perifeersetest limfotsiitidest ning seejarel loodi sellest pidevalt paljunev suspensioonikultuur. Rakud naitavad
tlupilist lumfoblastoidide morfoloogiat ja kasvavad seerumiga tdiendatud RPMI-pohises keskkonnas. DAKIKI-t
on laialdaselt kasutatud inimese IgA1-d tootvate B-rakkude mudelina, eriti uuringutes, mis uurivad
immunoglobuliini slinteesi, sekretsiooni regulatsiooni ja posttranslatsionaalset gliikosileerimist.

Biokeemilised ja lektiinipdhised analiilisid on ndidanud, et DAKIKI rakkude poolt sekreteeritud IgAl-l on hinge
piirkonnas galaktoosivaegusega O-seotud gliikaanid. Monosahhariidide koostise analiiis ja lektiini ELISA
kinnitavad terminaalse v0i a2,6-sialiileeritud N-atsetuiilgalaktosamiini (GalNAc) jaakide rikastumist, mis on IgA-
nefropaatias taheldatud ebanormaalselt gliikostileeritud IgAl-le iseloomulik glitkoform. Neuraminidaasiga
tootlemine suurendab markimisvaarselt Helix aspersa agglutiniini reaktiivsust, mis viitab sialiileeritud GalNAc-
struktuuride olemasolule. DAKIKI-rakkudest saadud Golgi-rikastatud fraktsioone kasutavad funktsionaalsed
analiiiisid nditavad CMP-NeuAc:GalNAc-IgAl a2,6-siallililtransferaasi aktiivsust, kinnitades nende rakkude
voimet siallileerida otseselt galaktoosivaegseid O-gliikaane. Transkriptsioonianaliiisid néditavad ST6-GalNAcll,
kuid mitte ST6-GalNAcl ekspressiooni, mis toetab ST6-GalNAclI rolli IgA1 hinge-piirkonna GalNAc a2,6-
sialiileerimise vahendamisel.

Lisaks kasulikkusele gliikosiileerimise uurimisel on DAKIKI-d hinnatud vastuvGtlikkuse suhtes B-rakkude
indutseerivatele faktoritele ja forbolestritele, mis voivad m&jutada immunoglobuliini sekretsiooni teatud
inimese B-rakuliinides. Kuigi DAKIKI eritab konstitutiivselt IgA-d, on see lisatud EBV-transformeeritud B-rakkude
mudelite hulka, mida kasutatakse immunoglobuliini tootmise ja diferentseerumisstaadiumite regulatsiooni
uurimiseks. Tanu stabiilsele IgAl sekretsiooniprofiilile ja galaktoosivaegustega, a2,6-siallileeritud hinge-
piirkonna gliikaanide reprodutseeritavale tootmisele on DAKIKI héasti iseloomustatud in vitro siisteem, mida
kasutatakse IgAl gliikosiileerimise mehhanismide, B-rakkude diferentseerumise ja IgA-ga seotud héirete
molekulaarse patogeneesi uurimiseks.

Organism Inimene
Tissue Perifeerne veri
Synonyms DAKIKI, DAKIKI kloon 1

Omadused

Age Tapsustamata
Gender Tépsustamata
Ethnicity Aafrika

Morphology limfoblast
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Cell type B-rakk
Growth Peatamine
properties

Regulatiivsed andmed

Citation DAKIKI (Cytioni katalooginumber 305928)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3675

Biomolekulaarsed andmed

Tootlemine

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabiilne glutamiin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytioni artikli number 820700a)

Medium

Supplements Tdiendada s66tme 10% FBS-ga

Dissociation Puudub

Reagent

Subculturing Homogeniseerige kolvis olev rakususpensioon ornalt pipeteerides liles-alla, seejarel votke representatiivne
proov, et madrata rakkude tihedus ml kohta. Lahjendage suspensiooni varske kultuurikeskkonnaga, et
saavutada rakkude kontsentratsioon 1 x 10° rakku/ml, ja jaotage reguleeritud suspensioon uute kolvide vahel
edasiseks kasvatamiseks.

Seeding 2-5x 10 rakku/cm?

density

Fluid renewal 2 kuni 3 korda nidalas

Freeze Kriiosailitusvedelikuna kasutame taielikku kasvukeskkonda + 10% DMSO, et tagada piisav elujoulisus parast

medium sulatamist.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Veenduge, et viaal jaab tarnimisel siigavkiilmutatud, sest rakud transporditakse kuiva jadga, et sdilitada

optimaalne temperatuur transpordi ajal.

2. Parast kattesaamist sailitage kriioviaal kas kohe temperatuuril alla -150 °C, et tagada rakkude
terviklikkuse sailimine, v3i jatkake sammuga 3, kui on vaja koheselt kultiveerida.

3. Kohese kultiveerimise korral sulatage viaali kiiresti, kastes selle 37 °C veevanni puhta vee ja
antimikroobse ainega, segades seda drnalt 40-60 sekundit, kuni alles jaab vaike jadklomp.

4. Tehke kdik jargmised toimingud steriilsetes tingimustes vooluhoodis, desinfitseerides kriioviaal enne
avamist 70% etanooliga.

5. Avage desinfitseeritud viaali ettevaatlikult ja viige rakususpensioon ettevaatlikult segades 15 ml
tsentrifuugitorusse, mis sisaldab 8 ml toatemperatuuril olevat kasvukeskkonda.

6. Tsentrifuugige segu 5 minutit 200 x g juures, visake ettevaatlikult dra kiilmutusvedelikku sisaldav
supernatant.

7. Jargige punktis "Taastamisjargne taastamine" kirjeldatud menetlust

Incubation
ST, -
Atmosphere 37°C, 5 /°C02’ niisutatud atmosfaar.

Shipping

Conditions Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jddga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvdtmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Storage
Conditions Pikaajaliseks sailitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela lammastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.

Sailitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult liihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
tleviimist.

Kvaliteedikontroll ja molekulaaranaliiiis
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