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Vseobecné informacie

Description

Organism

Tissue

Synonyms

Charakteristika

Age

Gender

Ethnicity

Morphology

Cell type

DAKIKI je ludska B-lymfoblastoidna bunkova linia pozitivna na virus Epstein-Barrov (EBV), ktora exprimuje
povrchovy IgAl a vylucuje polymérny IgAl. Bola povodne izolovana z periférnych lymfocytov dospelého
pacienta s karcindmom nosohltana a nasledne etablovana ako nepretrzite proliferujica suspenzna kultdra.
Bunky vykazuju typickd lymfoblastoidn morfoldgiu a rasti v médiach na baze RPMI doplnenych sérom. DAKIKI
sa Siroko pouziva ako model ludskych B-buniek produkujucich IgAl, najma pre Studie zamerané na syntézu
imunoglobulinov, reguldciu sekrécie a posttransla¢nu glykozilaciu.

Biochemické a lektinové analyzy preukazali, Ze IgAl vylucované bunkami DAKIKI vykazuju O-viazané glykany s
deficitom galaktozy v oblasti kibu. Analyza zloZenia monosacharidov a ELISA s lektinmi potvrdzujd obohatenie o
terminalne alebo a2,6-sialylované zvysky N-acetylgalaktosaminu (GalNAc), ¢o je glykoforma charakteristicka pre
abnormalne glykozilované IgAl pozorované pri IgA nefropatii. LieCba neuraminidazou vyrazne zvysuje reaktivitu
aglutininu Helix aspersa, ¢o naznacuje pritomnost sialylovanych struktir GalNAc. Funkéné testy s pouZitim
frakcii obohatenych o Golgiho aparat z buniek DAKIKI preukazuju aktivitu CMP-NeuAc:GalNAc-IgAl a2,6-
sialyltransferazy, ¢o potvrdzuje schopnost tychto buniek priamo sialylovat O-glykany s deficitom Gal.
Transkripéné analyzy odhaluju expresiu ST6-GalNAcll, ale nie ST6-GalNAcl, ¢o podporuje Glohu ST6-GalNAcll pri
sprostredkovan( a2,6-sialylacie GalNAc v oblasti kibu v IgA1.

Okrem svojho vyuZitia vo vyskume glykozilacie bol DAKIKI hodnoteny z hladiska citlivosti na faktory indukujuce
B-bunky a forbolové estery, ktoré mézu modulovat sekréciu imunoglobulinov v urcitych ludskych liniach B-
buniek. Hoci DAKIKI konstitutivne sekrétuje IgA, bol zaradeny medzi modely B-buniek transformovanych EBV,
ktoré sa pouzivaju na Stidium regulacie produkcie imunoglobulinov a stavov diferenciacie. Vdaka svojmu
stabilnému profilu sekrécie IgA1 a reprodukovatelnej produkcii glykanov v oblasti kibu s deficitom galaktézy a
a2,6-sialylaciou predstavuje DAKIKI dobre charakterizovany in vitro systém na skimanie mechanizmov
glykozilacie IgAl, diferenciacie B-buniek a molekularnej patogenézy porlch spojenych s IgA.
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Growth Pozastavenie
properties
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Regulacné udaje

Citation DAKIKI (katalégové ¢islo Cytion 305928)
Biosafety level 2
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3675

Biomolekularne udaje

Spracovanie

Culture RPMI 1640, w: 2,0 mM stabilny glutamin, w: 2,0 g/L NaHCO3 (¢islo vyrobku Cytion 820700a)

Medium

Supplements Doplrite médium o 10 % FBS

Dissociation Ziadne

Reagent

Subculturing Jemne homogenizujte bunkovu suspenziu v banke pipetovanim hore a dole, potom odoberte reprezentativnu
vzorku na stanovenie hustoty buniek na ml. Suspenziu zriedte Cerstvym kultivaénym médiom, aby ste dosiahli
koncentréciu buniek 1 x 10° buniek/ml, a upravent suspenziu rozdelte do novych baniek na dalie kultivovanie.

Seeding 2a%5x 10 buniek/cm?

density

Fluid renewal 2 a7 3-krat tyZdenne

Freeze Ako médium na kryokonzervaciu pouzivame kompletné rastové médium + 10 % DMSO na zabezpecenie

medium primeranej Zivotaschopnosti po rozmrazeni.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Overte si, Ze injek¢na liekovka zostane pri doruceni hlboko zmrazena, pretoZe bunky sa prepravuju na

suchom lade, aby sa pocas prepravy udrzala optimalna teplota.

2. Po prijati bud okamZite uskladnite kryovialku pri teplote nizSej ako -150 °C, aby ste zabezpe(ili
zachovanie bunkovej integrity, alebo prejdite na krok 3, ak je potrebna okamZita kultivacia.

3. V pripade okamZitej kultivacie injek&nU liekovku rychlo rozmrazte ponorenim do vodného kipela s
teplotou 37 °C s Cistou vodou a antimikrobialnym prostriedkom, pri¢om ju jemne miesajte 40 - 60
sekind, kym nezostane maly ladovy chumac.

4. V3etky dalSie kroky vykonajte v sterilnych podmienkach v prietokovom digestore a pred otvorenim
kryovialku dezinfikujte 70 % etanolom.

5. Opatrne otvorte dezinfikovan flasticku a preneste bunkovu suspenziu do 15 ml centrifugacnej
skimavky obsahujlcej 8 ml kultivacného média s izbovou teplotou a jemne premiesajte.

6. Zmes odstredujte pri 200 x g pocas 5 minut, supernatant obsahujuci zmrazovacie médium opatrne
zlikvidujte.

7. Postupujte podla postupu opisaného v ¢asti Obnova po rozmrazeni

Incubation

Atmosphere 37°C, 5%, zvlhcena atmosféra.

Shipping
Conditions Kryokonzervované bunkové linie sa prepravuju na suchom lade v overenych, izolovanych obaloch s
dostatoénym mnozstvom chladiva na udrzanie teploty priblizne -78 °C pocas celej prepravy. Po prijati ihned

skontrolujte obal a bezodkladne premiestnite injekéné liekovky do vhodného skladu.

Storage
Conditions Na dlhodobé uchovavanie umiestnite injek¢né liekovky do kvapalnej fazy dusika v pare pri teplote priblizne -150

az-196 °C. Skladovanie pri teplote -80 °C je prijatelné len ako kratky prechodny krok pred presunom do tekutého
dusika.

Kontrola kvality a molekularna analyza
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