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Morphology

C4-2 rakuliin on androgeenist soltumatu inimese eesnaarmevahi mudel, mis on saadud LNCaP vanemrakuliinist.
See loodi jarkjargulise in vivo selektsiooniprotsessi abil, mis hdlmas LNCaP-rakkude ja inimese
luustroomirakkude (MS-rakkude) koosinjektsiooni kastreeritud immuunpuudulikkusega hiirtele, mis viis
androgeenitundlike kasvajate tekkimiseni. C4-2 alamliin saadi spetsiifiliselt C4-variandist pérast edasist
passageerimist kastreeritud peremeestes ning see sailitab voime kasvada ja moodustada kasvajaid
androgeenivaesetes tingimustes ilma stroomi toetuseta.

C4-2 rakud sailitavad eesnaarme-spetsiifilise antigeeni (PSA) tootmise ja androgeeni retseptori (AR)
ekspressiooni, sealhulgas LNCaP-It paritud iseloomulikku T877A AR punktmutatsiooni, kuid naitavad
vahenenud androgeenivastust vorreldes vanemliiniga. Kui LNCaP rakud vajavad kasvuks androgeene, siis C4-2
rakud paljunevad androgeenivabas keskkonnas ja ekspresseerivad jatkuvalt PSA ja AR-reguleeritud geene, mis
teeb neist tugeva mudeli kastratsiooniresistentse eesndadarmevéahi (CRPC) jaoks. In vitro kasvavad C4-2 rakud
kiiremini kui LNCaP standardkultuuritingimustes ja neil on ka parem kasvajate teke in vivo. Kui C4-2 rakud
sustitakse nahaaluse siistimise teel immuunpuudulikkusega hiirtele, moodustavad nad kergesti kasvajaid, mis
on vastuolus LNCaP rakkude aeglasema voi vdhem jarjepideva kasvajapotentsiaaliga.

C4-2 mudelit on laialdaselt kasutatud androgeenide deprivatsiooniteraapia (ADT) suhtes resistentsuse
mehhanismide, intrakriinsete androgeenide metabolismi rolli ja CRPC progresseerumist toetavate
molekulaarsete radade uurimiseks. Mudelis sailib eesnddrme-spetsiifilise membraani antigeeni (PSMA)
ekspressioon, kuigi madalamal tasemel kui LNCaP, ning see reageerib ainulaadselt androgeenide
stimuleerimisele ja antiandrogeenravile. Need omadused muudavad C4-2 mudeli nurgakiviks uute,
kaugelearenenud eesnddrmevahile suunatud ravimeetodite hindamisel.

Inimene

Metastaatiline

Eesndaarme kantsinoom

LNCaP-C4-2, LNCaP alaliine C4-2, C4-2, C42, Sp 2817

50 aastat

Mees

Kaukaasia

Epiteelilaadsed
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Growth Kinnipeetav
properties

Regulatiivsed andmed

Citation C4-2 (Cytioni katalooginumber 305752)
Biosafety level 1
NCBI_TaxID 9606

CellosaurusAccession CVCL_4782

Biomolekulaarsed andmed

Mutational Mutatsioon: AR, Simple, p.Thr878Ala (c.2632A>G), Hemizygous. Mutatsioon, MEN1, Simple, p.Tyr318Ter

profile (c.954T>G) (p.Tyr313Ter, c.939T>A), heterosiigootne (vanemate rakuliinist).Mutatsioon, PIK3R1, Simple,
p.Arg639Ter (c.1915C>T), heterosiigootne (vanemrakuliinist).Mutatsioon, PTEN, Simple, p.Lys6Argfs*4
(c.17_18delAA), maaramata (vanemrakuliinist).

Tootlemine
Seeding 2-3x 10% rakku/cm2
density
Fluid renewal 2 kuni 3 korda nidalas
Freeze Kriiosailitusvedelikusena kasutame tdielikku kasvukeskkonda (sh FBS) + 10% DMSO, et tagada piisav elujoulisus
medium parast sulatamist, v3i CM-1 (Cytioni katalooginumber 800100), mis sisaldab optimeeritud osmoprotektante ja
metaboolseid stabilisaatoreid, et parandada taastumist ja vahendada kriiostressi.
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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. Rakkude eraldamiseks tsentrifuugige segu 300 x g juures 3 minutit ja visake iilejadanud
kiilmutusvedelikku sisaldav supernatant ettevaatlikult ara.

7. Resuspendeerige rakupellet ettevaatlikult 10 ml varskes kasvukeskkonnas. Adhereeruvate rakkude
puhul jagage suspensioon kahe T25 kultuurkolvi vahel; suspensioonikultuuride puhul kandke kogu
sootmekeskkond lihte T25 kolbi, et soodustada rakkude tdhusat koostoimet ja kasvu.

8. Jargige kehtestatud subkultuuriprotokolle rakuliini jatkuvaks kasvuks ja sailitamiseks, tagades
usaldusvaarsed katsetulemused.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5%C02’ niisutatud atmosfaar.

Flask Coating Puudub

z::‘pdpi::?fns Kriiokonserveeritud rakuliinid transporditakse kuiva jadga valideeritud, isoleeritud pakendis, milles on piisavalt
kiilmutusainet, et sdilitada kogu transpordi jooksul ligikaudu -78 °C. Vastuvotmisel kontrollige konteinerit kohe
ja viige viaalid viivitamatult sobivasse hoiuruumi.

Storage

Conditions Pikaajaliseks sdilitamiseks asetage viaalid aurufaasis vedela [dmmastikuga umbes -150 kuni -196 °C juures.
Sdilitamine temperatuuril -80 °C on vastuvdetav ainult lihikese vaheetapina enne vedela lammastikuga
tleviimist.

Kvaliteedikontroll / Geneetiline profiil /| HLA
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Sterility
Miikoplasmakontaminatsioon on valistatud nii PCR-pohiste analiiliside kui ka luminestsentsil pohinevate
mikoplasma tuvastamise meetodite abil.
Bakteriaalse, seene- vOi parmsaaste puudumise tagamiseks kontrollitakse rakukultuure iga paev visuaalselt.
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