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Altalanos informaciok

Description
A DAKIKI egy human Epstein-Barr-virus (EBV)-pozitiv B-limfoblasztos sejtvonal, amely felszini IgAl-et expresszal

és polimer IgAl-et szekretal. Eredetileg egy orr-garat-karcindmaban szenved® felnétt beteg periférias
limfocitaibdl nyerték ki, majd folyamatosan szaporodé szuszpenzids tenyészetként allitottak elé. A sejtek tipikus
limfoblasztos morfol6giat mutatnak, és szérummal kiegészitett RPMI-alapt taptalajon novekednek. A DAKIKI-t
széles korben hasznaljak human IgAl-termeld B-sejtek modelljeként, kiilondsen az immunglobulin-szintézis, a
szekrécio szabalyozasa és a transzlacids utani glikozilacio vizsgélatara.

Biokémiai és lektin-alapu elemzések kimutattak, hogy a DAKIKI sejtek altal szekretalt IgAl galaktézhianyos O-
kapcsolt glikdnokat mutat a csuklé régidban. A monoszacharid-osszetétel elemzése és a lektin-ELISA megerdsiti
a terminalis vagy a2,6-sialilalt N-acetilgalaktézamin (GalNAc) maradvanyok gazdagsagat, amely egy olyan
glikoforma, amely jellemzé az IgA-nefropatidban megfigyelt rendellenesen glikozilalt IgAl-re. A neuraminidaz-
kezelés jelent6sen noveli a Helix aspersa agglutininnel szembeni reaktivitast, ami a szialilalt GalNAc-szerkezetek
jelenlétét jelzi. A DAKIKI-sejtekbdl szarmazd, Golgi-gazdag frakciokat felhasznald funkcionalis vizsgalatok
kimutattak a CMP-NeuAc:GalNAc-IgAl a2,6-szialiltranszferaz aktivitast, megerGsitve ezeknek a sejteknek azt a
képességét, hogy kozvetleniil szialilaljak a galaktézhianyos O-glikanokat. Transzkripcids elemzések ST6-
GalNAcll, de nem ST6-GalNAcl expressziot mutattak ki, aldtamasztva az ST6-GalNAcll szerepét az IgAl
csuklorégidjaban talalhat6 GalNAc a2,6-sialilacidjanak kozvetitésében.

A glikozilaciés kutatasokban betoltott hasznossagan tal a DAKIKI-t a B-sejt-indukalé faktorokra és a forbol-
észterekre vald reagaloképességét is értékelték, amelyek bizonyos emberi B-sejtvonalakban modulalhatjak az
immunglobulin szekrécidjat. Mivel a DAKIKI konstitutiv médon szekretal IgA-t, felvették az EBV-transzformalt B-
sejt modellek k6zé, amelyeket azimmunglobulin termelés szabalyozasanak és a differencialédasi allapotok
tanulmanyozasara hasznalnak. Stabil IgA1-szekrécids profiljanak és a galaktdzhianyos, a2,6-sialilalt csukloregio-
glikanok reprodukalhato termelésének koszonhetben a DAKIKI egy jol jellemzett in vitro rendszert képvisel az
IgAl-glikozilacio, a B-sejt-differencialddas és az IgA-tarsult rendellenességek molekularis patogenezisének
vizsgalatdhoz.

Organism Emberi

Tissue Periférids vér

Synonyms DAKIKI, DAKIKI 1. klén
Jellemzok

Age Meghatdrozatlan

Gender Meghatdrozatlan

Ethnicity Afrikai

Morphology limfoblaszt
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Cell type B-sejt
Growth Felfliggesztés
properties

Szabalyozasi adatok

Citation DAKIKI (Cytion katalégusszam: 305928)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3675

Biomolekularis adatok

A kezelése

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabil glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (Cytion 820700a cikkszam)

Medium

Supplements Ataptalajt egészitsiik ki 10% FBS-szel

Dissociation Nincs

Reagent

Subculturing A lombikban lévé sejtszuszpenzidt Gvatosan homogenizalja fel-le pipettazassal, majd vegyen egy reprezentativ

mintat a sejtsiirtiség ml-enkénti meghatarozésahoz. A szuszpenziét higitsa friss tenyésztékézeggel 1 x 10°
sejt/ml sejtkoncentracio eléréséig, majd az igy beallitott szuszpenziét (j lombikokba osztva tovabbtenyésztse.

. 5
Seeding 2-5x10 sejt/cm?
density
Fluid renewal hetente 2-3 alkalommal
Freeze Krioprezervald taptalajként teljes névekedési taptalajt + 10% DMSO-t hasznalunk a megfeleld kiolvasztas utani
medium életképesség érdekében.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping

Conditions

Storage
Conditions

1. Ellenérizze, hogy az injekcids liveg a szallitaskor mélyh(itott marad-e, mivel a sejteket szérazjégen
szallitjak, hogy a szallitas soran az optimalis h6mérsékletet fenntartsak.

2. Atvételt kdvetben vagy azonnal tarolja a krioampullat -150 °C alatti h6mérsékleten a sejtek
integritdsanak megébrzése érdekében, vagy folytassa a 3. [épéssel, ha azonnali tenyésztésre van sziikség.

3. Azonnali tenyésztés esetén gyorsan fel kell olvasztani az injekcids liveget Ugy, hogy tiszta vizzel és
antimikrobialis szerrel ellatott 37 °C-os vizfliird6be meritjlik, és 40-60 masodpercig 6vatosan
kevergetjlk, amig egy kis jégcsomd nem marad.

4. Az Gsszes tovabbi lépést steril koriilmények kozott, aramlasos elszivoban végezziik el, és felnyitas el6tt
fertStlenitsiik a kriofiilkét 70%-os etanollal.

5. Ovatosan nyissa fel a fert6tlenitett fiolat, és a sejtszuszpenzi6t vatosan 6sszekeverve helyezze 4t egy 15
ml-es centrifugacs6be, amely 8 ml szobahémérséklet(i taptalajt tartalmaz.

6. Centrifugéljuk az elegyet 200 x g-nél 5 percig, a fagyasztokdzeget tartalmazo feliiluszot Gvatosan dobjuk
el.

7. Kovesse a felolvasztas utani helyreallitasnal leirt eljarast

e = W -
37°C, 5 /°C02’ parasitott légkor.

A kriokonzervalt sejtvonalakat szérazjégen, validalt, szigetelt csomagolasban szallitjak, elegendd hiit6kozeggel,
hogy a szallit4s soran a h6mérsékletet kdriilbeliil -78 °C-on tartsék. Atvételkor azonnal vizsgalja meg a
taroléedényt, és haladéktalanul helyezze at az injekcids livegeket a megfeleld taroldhelyre.

Hosszu tavd tartdsitas céljabol helyezze az tivegeket gézfazisu folyékony nitrogénbe, koriilbeliil -150 és -196 °C
kozotti hémérsékleten. A -80 °C-on torténd tarolas csak rovid atmeneti [€pésként fogadhaté el a folyékony
nitrogénbe vald atvitel el6tt.

Mindségellendrzés és molekularis elemzés

Cytion GmbH | Nikola-Tesla-Str. 3 | 69124 Heidelberg | Németorszag 3
Tel: +49(0)6221 405780 | www.cytion.com | info@cytion.com



