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Informacje ogélne

Description
DAKIKI to ludzka linia komorek limfoblastoidalnych B, dodatnia pod wzgledem wirusa Epsteina-Barra (EBV),

ktora wykazuje ekspresje powierzchniowego IgAl i wydziela polimeryczne IgAl. Zostata ona pierwotnie
wyhodowana z limfocytéw obwodowych dorostego pacjenta z rakiem nosogardzieli, a nastepnie ustanowiona
jako nieustannie namnazajaca sie hodowla zawiesinowa. Komérki wykazuja typowa morfologie limfoblastyczna
i rosng w pozywkach na bazie RPMI uzupetnionych surowica. DAKIKI jest szeroko stosowana jako model ludzkich
komorek B produkujacych IgA1, szczegdlnie w badaniach dotyczacych syntezy immunoglobulin, regulacji
wydzielania i glikozylacji potranslacyjne;j.

Analizy biochemiczne i oparte na lektynach wykazaty, ze IgA1 wydzielane przez komérki DAKIKI wykazuje
glikany O-potaczone z niedoborem galaktozy w regionie zawiasowym. Analiza sktadu monosacharydéw oraz
test ELISA z uzyciem lektyn potwierdzaja wzbogacenie koncowych lub a2,6-sializowanych reszt N-
acetylogalaktozoaminy (GalNAc) - glikoformy charakterystycznej dla nieprawidtowo glikozylowanej IgAl
obserwowanej w nefropatii IgA. Traktowanie neuraminidaza znacznie zwieksza reaktywnos$¢ aglutyniny Helix
aspersa, co wskazuje na obecno$¢ sializowanych struktur GalNAc. Testy funkcjonalne z wykorzystaniem frakcji
wzbogaconych w kompleks Golgiego z komdrek DAKIKI wykazujg aktywnos¢ a2,6-sialylotransferazy CMP-
NeuAc:GalNAc-IgAl, potwierdzajac zdolnos¢ tych komdrek do bezposredniej sializacji glikanéw O-potaczonych
pozbawionych galaktozy. Analizy transkrypcyjne ujawniaja ekspresje ST6-GalNAcll, ale nie ST6-GalNAcl, co
potwierdza role ST6-GalNAcll w posredniczeniu w sialilacji a2,6 GalNAc w regionie zawiasowym IgAl.

Oprocz przydatnosci w badaniach nad glikozylacja, komdrki DAKIKI zostaty ocenione pod katem reaktywnosci
na czynniki indukujace komorki B oraz estry forbolowe, ktére moga modulowad wydzielanie immunoglobulin w
niektdrych ludzkich liniach komérek B. Chociaz komdrki DAKIKI wydzielaja IgA w sposob konstytutywny, zostaty
one wtaczone do modeli komérek B transformowanych wirusem EBV, wykorzystywanych do badania regulacji
produkcji immunoglobulin i stanéw réznicowania. Ze wzgledu na stabilny profil wydzielania IgAl i powtarzalna
produkcje glikandw w regionie zawiasowym, pozbawionych galaktozy i sializowanych w pozycji a2,6, DAKIKI
stanowi dobrze scharakteryzowany system in vitro do badania mechanizméw glikozylacji IgA1, réznicowania
komorek B oraz molekularnej patogenezy zaburzen zwiazanych z IgA.

Organism Cztowiek
Tissue Krew obwodowa

Synonyms DAKIKI, DAKIKI - klon 1

Charakterystyka

Age Nieokreslony
Gender Nieokreslony
Ethnicity Afrykariski
Morphology limfoblast
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Cell type

Growth
properties

komérka B

Zawieszenie

Dane regulacyjne

Citation

Biosafety level

NCBI_TaxID

DAKIKI (numer katalogowy Cytion 305928)

9606

CellosaurusAccession CVCL_3675

Dane biomolekularne

Obstuga

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Seeding
density

Fluid renewal

RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilnej glutaminy, w: 2,0 g/L NaHCO3 (numer artykutu Cytion 820700a)

Uzupetni¢ podtoze 10% FBS

Brak

Delikatnie homogenizowac zawiesine komdrek w kolbie, pipetujac w gére i w d6t, a nastepnie pobraé
reprezentatywna probke w celu okreslenia gestosci komdrek na ml. Rozciericzy¢ zawiesine $wiezym podtozem
hodowlanym, aby uzyska¢ stezenie komérek wynoszace 1 x 10° komérek/ml, a nastepnie podzieli¢
dostosowang zawiesine na porcje w nowych kolbach w celu dalszej hodowli.

0d2do5x10° komc')rek/cm2

2 do 3 razy w tygodniu

Freeze Jako pozywki do kriokonserwacji uzywamy kompletnej pozywki wzrostowej + 10% DMSO w celu zapewnienia
medium odpowiedniej zywotnosci po rozmrozeniu.
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Thawing and
Culturing Cells

Incubation
Atmosphere

Shipping
Conditions

Storage
Conditions

1. Upewnij sie, ze fiolka pozostaje gteboko zamrozona w momencie dostawy, poniewaz komérki sa
wysytane w suchym lodzie, aby utrzymaé optymalna temperature podczas transportu.

2. Po otrzymaniu nalezy natychmiast przechowywac fiolke w temperaturze ponizej -150°C, aby zapewnic
zachowanie integralnosci komoérek, lub przejs¢ do kroku 3, jesli wymagana jest natychmiastowa
hodowla.

3. W przypadku natychmiastowej hodowli nalezy szybko rozmrozi¢ fiolke, zanurzajac ja w tazni wodnej o
temperaturze 37°C z czysta wodg i srodkiem przeciwdrobnoustrojowym, delikatnie mieszajac przez 40-
60 sekund, az pozostanie niewielka grudka lodu.

4. Wykonaj wszystkie kolejne kroki w sterylnych warunkach w kapturze przeptywowym, dezynfekujac
fiolke 70% etanolem przed otwarciem.

5. Ostroznie otworzy¢ zdezynfekowang fiolke i przenies¢ zawiesine komadrek do 15 ml probowki
wirdwkowej zawierajacej 8 ml podtoza hodowlanego o temperaturze pokojowej, delikatnie mieszajac.

6. Wirowac mieszanine z predkoscig 200 x g przez 5 minut, ostroznie odrzuci¢ supernatant zawierajacy
pozywke do zamrazania.

7. Postepowac zgodnie z procedura opisana w sekcji Odzyskiwanie po rozmrozeniu

T = -
37°C, 5 /°C02’ nawilzona atmosfera.

Linie komdrkowe poddane kriokonserwacji sa wysytane w suchym lodzie w zatwierdzonych, izolowanych
opakowaniach z wystarczajaca iloscig czynnika chtodniczego, aby utrzymaé temperature okoto -78°C przez caty
czas transportu. Po otrzymaniu przesytki nalezy natychmiast sprawdzi¢ pojemnik i bezzwtocznie przenies¢ fiolki
do odpowiedniego miejsca przechowywania.

W celu dtugotrwatego przechowywania nalezy umiescic fiolki w ciektym azocie w fazie lotnej w temperaturze od
-150 do -196 °C. Przechowywanie w temperaturze -80 °C jest dopuszczalne tylko jako krétki etap przejsciowy
przed przeniesieniem do ciektego azotu.

Kontrola jakosci i analiza molekularna
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