
ข้อมูลทั่วไป

Description
DAKIKI เป็นเซลล์ไลน์ลิมโฟบลาสต์ชนิดบีที่เป็นบวกต่อไวรัสเอปสไตน์-บาร์ร์ (EBV) ในมนุษย์ ซึ่งแสดง IgA1 บนผิวเซลล์และหลั่ง IgA1 แบบพอลิเมอร์ เซลล์ไลน์นี้ถูกแยกจากลิมโฟไซต์ในเลือดของผู้ที่เป็นผู้ใหญ่และเป็นมะเร็งโพรงหลังจมูก จากนั้นจึงถูกพัฒนาให้เป็นเซลล์ไลน์ที่สามารถแบ่งตัวต่อเนื่องในสภาพแขวนลอย เซลล์แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาแบบลิมโฟบลาสต์ทั่วไปและเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีพื้นฐานจาก RPMI เสริมด้วยซีรัม DAKIKI ถูกนำมาใช้อย่างแพร่หลายเป็นแบบจำลองของเซลล์บีที่ผลิต IgA1 ในมนุษย์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งสำหรับการศึกษาการสังเคราะห์อิมมูโนโกลบูลิน การควบคุมการหลั่ง และการเติมน้ำตาลหลังการแปลโปรตีน

การวิเคราะห์ทางชีวเคมีและเลคตินได้แสดงให้เห็นว่า IgA1 ที่หลั่งโดยเซลล์ DAKIKI แสดงน้ำตาลโอลิโกแซ็กคาไรด์ชนิดขาดกาแลคโตสที่เชื่อมโยงกับ O-linked ภายในบริเวณข้อพับ การวิเคราะห์องค์ประกอบโมโนแซ็กคาไรด์และการทดสอบ ELISA ด้วยเลคตินยืนยันการเพิ่มความเข้มข้นของกลุ่มคาร์บอกซิลสุดท้ายหรือกลุ่ม N-อะเซทิล-D-กาแลคโตซามีน (GalNAc) ที่ถูกเติมหมู่ไซอาลิเลตแบบ α2,6 ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะของไกลโคฟอร์มของ IgA1 ที่มีการเติมหมู่ไกลโคไซด์ผิดปกติในภาวะไตอักเสบจาก IgA การรักษาด้วย Neuraminidase เพิ่มปฏิกิริยาของ Helix aspersa agglutinin อย่างมีนัยสำคัญ ซึ่งบ่งชี้ถึงการมีโครงสร้าง GalNAc ที่ถูกเติมหมู่ไซอาลิกลงอยู่ การทดสอบเชิงหน้าที่โดยใช้ส่วนที่อุดมด้วย
Golgi จากเซลล์ DAKIKI แสดงให้เห็นกิจกรรมของเอนไซม์ CMP-NeuAc:GalNAc-IgA1 α2,6-sialyltransferase ซึ่งยืนยันความสามารถของเซลล์เหล่านี้ในการเติมหมู่ไซอาลิลงโดยตรงบน O-ไกลแคนที่มี Gal ขาดหายไป การวิเคราะห์การถอดรหัสเผยให้เห็นการแสดงออกของ ST6-GalNAcII แต่ไม่พบ ST6-GalNAcI ซึ่งสนับสนุนบทบาทของ ST6-GalNAcII ในการเป็นตัวกลางในการเกิดการเติมหมู่ไซอาลิค
α2,6 ที่ GalNAc ในบริเวณข้อต่อของ IgA1

นอกเหนือจากการใช้งานในงานวิจัยเกี่ยวกับการเติมน้ำตาลแล้ว DAKIKI ยังได้รับการประเมินในด้านความไวต่อปัจจัยที่กระตุ้นเซลล์ B และฟอพอลเอสเทอร์ ซึ่งสามารถปรับการหลั่งอิมมูโนโกลบูลินในเซลล์ B ของมนุษย์บางสายพันธุ์ได้ แม้ว่า DAKIKI จะหลั่ง IgA อย่างต่อเนื่อง แต่ก็ได้ถูกนำมาใช้ในแบบจำลองเซลล์ B ที่ถูกเปลี่ยนแปลงโดย EBV เพื่อศึกษาการควบคุมการผลิตอิมมูโนโกลบูลินและสถานะการแยกแยะของเซลล์ เนื่องจากโปรไฟล์การหลั่ง IgA1 ที่เสถียรและการผลิตไกลแคนในบริเวณบานพับที่ขาดกาแลคโตสและมีการเติมหมู่ไซอาลิคที่ตำแหน่ง α2,6 ซ้ำ ๆ ได้เป็นอย่างดี DAKIKI จึงเป็นระบบในหลอดทดลองที่มีการอธิบายลักษณะอย่างละเอียดสำหรับการศึกษาเชิงกลไกของการเติมหมู่ไกลแคนใน IgA1 การเปลี่ยนแปลงของเซลล์ B และพยาธิกำเนิดระดับโมเลกุลของความผิดปกติที่เกี่ยวข้องกับ IgA

Organism มนุษย์

Tissue เลือดส่วนปลาย

Synonyms ดาคิกิ, ดาคิกิ โคลน 1

ลักษณะ

Age ไม่ระบุ

Gender ไม่ระบุ

Ethnicity แอฟริกัน

Morphology ลิมโฟบลาสต์

Cell type บีเซลล์

Growth
properties

การระงับ

ข้อมูลด้านกฎระเบียบ

Citation ดาคิกิ (หมายเลขแคตตาล็อก Cytion 305928)

Biosafety level 2

NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_3675
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ข้อมูลชีวโมเลกุล

การจัดการ

Culture
Medium

RPMI 1640, w: 2.0 mM กลูตามีนเสถียร, w: 2.0 กรัม/ลิตร NaHCO3 (หมายเลขบทความ Cytion 820700a)

Supplements เติมอาหารเลี้ยงเชื้อด้วย FBS 10%

Dissociation
Reagent

ไม่มี

Subculturing ค่อยๆ ปรับให้เซลล์ในขวดมีความสม่ำเสมอโดยการดูดและปล่อยขึ้นลง จากนั้นนำตัวอย่างที่เป็นตัวแทนมาเพื่อกำหนดความหนาแน่นของเซลล์ต่อมิลลิลิตร เจือจางสารแขวนลอยให้ได้ความเข้มข้นของเซลล์ 1 x 105 เซลล์/มิลลิลิตร ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ และแบ่งสารแขวนลอยที่ปรับแล้วใส่ขวดใหม่สำหรับการเพาะเลี้ยงต่อไป

Seeding
density

2 ถึง 5 x 10^5 เซลล์/ซม.^2

Fluid renewal 2 ถึง 3 ครั้งต่อสัปดาห์

Freeze
medium

ในฐานะที่เป็นสารอาหารสำหรับการแช่แข็ง เราใช้สารอาหารสำหรับการเจริญเติบโตแบบครบถ้วน + 10% DMSO เพื่อความมีชีวิตหลังการละลายที่เพียงพอ

Thawing and
Culturing Cells 1. ยืนยันว่าขวดยังคงแช่แข็งอย่างสมบูรณ์เมื่อได้รับสินค้า เนื่องจากเซลล์ถูกจัดส่งบนน้ำแข็งแห้งเพื่อรักษาอุณหภูมิที่เหมาะสมระหว่างการขนส่ง

2. เมื่อได้รับแล้ว ให้เก็บ cryovial ทันทีที่อุณหภูมิต่ำกว่า -150 องศาเซลเซียส เพื่อรักษาความสมบูรณ์ของเซลล์ หรือดำเนินการตามขั้นตอนที่ 3 หากจำเป็นต้องเพาะเลี้ยงทันที

3. สำหรับการเพาะเลี้ยงทันที ให้ละลายน้ำแข็งในหลอดอย่างรวดเร็วโดยแช่หลอดในอ่างน้ำที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พร้อมน้ำสะอาดและสารต้านจุลชีพ คนเบา ๆ เป็นเวลา 40-60 วินาที จนเหลือเพียงก้อนน้ำแข็งขนาดเล็ก

4. ดำเนินการขั้นตอนต่อไปทั้งหมดภายใต้สภาวะปลอดเชื้อในตู้ลมไหล โดยฆ่าเชื้อขวดแช่แข็งด้วยแอลกอฮอล์ 70% ก่อนเปิด

5. เปิดขวดยาฆ่าเชื้ออย่างระมัดระวัง และถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ลงในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิห้อง 8 มิลลิลิตร โดยผสมอย่างเบามือ

6. ปั่นเหวี่ยงส่วนผสมที่ความเร็ว 200 x g เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทส่วนใสที่ลอยอยู่ด้านบนซึ่งมีสารละลายแช่แข็งออกอย่างระมัดระวัง

7. ปฏิบัติตามขั้นตอนที่อธิบายไว้ภายใต้หัวข้อการฟื้นฟูหลังการละลาย

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%CO2, บรรยากาศชื้น
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Shipping
Conditions เซลล์ไลน์ที่แช่แข็งในไนโตรเจนเหลวจะถูกจัดส่งในบรรจุภัณฑ์ที่ผ่านการตรวจสอบแล้วและมีการเก็บรักษาความเย็นด้วยน้ำแข็งแห้ง พร้อมสารทำความเย็นที่เพียงพอเพื่อรักษาอุณหภูมิประมาณ −78 °C ตลอดการขนส่ง เมื่อได้รับสินค้า ให้ตรวจสอบภาชนะทันทีและถ่ายโอนหลอดทดลองไปยังที่เก็บที่เหมาะสมโดยไม่ล่าช้า

Storage
Conditions สำหรับการเก็บรักษาในระยะยาว ให้วางหลอดบรรจุในไนโตรเจนเหลวในสถานะไอที่อุณหภูมิประมาณ −150 ถึง −196 °C การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ −80 °C สามารถใช้ได้เฉพาะในระยะสั้นก่อนการย้ายไปยังไนโตรเจนเหลวเท่านั้น

การควบคุมคุณภาพและการวิเคราะห์ระดับโมเลกุล
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