Organotypickeé platkové kultury (OTSC)

Vzorka: Cerstvé nadorové tkanivo
Reagencie a materialy: PBS, nizkotaviaca agar6za, sekundové lepidlo, aceton, platne s 12 alebo 24 jamkami
Nastavenia Compresstome®:

e Hrubka rezu: 300 um
e Rychlost 2-3
e Oscilacia: 3-5

ZloZenie média:

RPMI 1640

5 % FBS

e 1% GlutaMAX™

1 % penicilin-streptomycin

5 pg/ml inzulin
1 mM N-acetylcystein

Koneéné zloZenie média zavisi od dizajnu experimentu, liecebnych podmienok a zamyslaného ticelu Stidie.

A. Zakladanie OTSC pomocou Compresstome®
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Pripravte médium podla vyssie uvedeného zloZenia.
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Pridajte 1 ml média do 24-jamkovej platne alebo 1,5 ml do 12-jamkovej platne. Ak sa liecba
nepodava, mdze sa pouzit’ vicsie mnozstvo média, ale treba mat’ na pamiti, ze nadmerné mnozstvo

média mdZe ovplyvnit’ distribuciu kyslika v kultare.

(O8]

Platne s médiom predhrejte na 37 °C.
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Pripravte Compresstome®. Ak sa stroj nenachadza v lamindrnom boxe, vloZte ho tam, dokladne ho

dezinfikujte etanolom (najmé vanu) a vystavte UV Ziareniu na sterilizaciu.

POZNAMKA: MAJTE NA PAMATI, ZE VANA A KOVOVA CAST CYLINDRA SA NEDAJU UMYT
ACETONOM! Iné &asti, ako drziak Ziletky a plastova ¢ast’ cylindra, kde sa pouzilo sekundové lepidlo, sa daju &istit’
acetonom.

Pripravte cylinder a drZiak na Ziletku.

Pripevnite Ziletku na drziak pomocou sekundového lepidla.

Vlozte drziak na Ziletku s pripevnenou ¢epel'ou do Compresstome®.

Pripravte tkanivo podl'a svojich experimentalnych preferencii.
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Naneste malé mnoZstvo lepidla na plastovi ¢ast’ cylindra a pripevnite nan tkanivo. Nechajte lepidlo
uplne zaschnut'.

10. Pripravte 2% nizkotaviacu agar6dzu, roztopte ju a nechajte vychladnuat’ na priblizne telesnu teplotu.
11. Ked’ agar6za dosiahne optimalnu teplotu, stabilizujte vzorku jemnym krizivym nanaSanim agar6zy

okolo nej. POZNAMKA: NELEJTE HORUCU AGAROZU NA PRILEPENE TKANIVO!
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Ochlad’te cylinder pomocou chladiaceho drziaka.

Nastavte podmienky Compresstome® (hrabka rezu, rychlost’ a oscilaciu, podl'a potreby) a vlozte
cylinder do stroja do otvoru vane.

Piest nastavte opatrne, aby bol cylinder pevne upevneny a plynulo sa pohyboval pocas rezania.
Napliite nddobu vychladenym PBS mierne nad uroveil vzorky, ale pod horny okraj vane.
Skontrolujte vSetky nastavenia a zacnite s rezanim. Zacnite s jednym rezom, aby ste overili spravne
podmienky rezania, potom pokracujte kontinualnym krajanim. Odporaca sa najskor rezat’ o nieco
hrubsie rezy ako je pozadované a postupne ich znizovat na cielovu hrubku.

Pomocou pinzety opatrne zbierajte platky a prenasajte ich do pripravenych jamiek s médiom na
platni.

Kultivujte rezy pri 37 °C vo vlhkej atmosfére s 5 % CO- poZadovant inkubacnti dobu.

Resazurinovy test zivotaschopnosti

Dolezité: Resazurin je citlivy na svetlo a mal by byt chraneny pred svetlom, kedykol'vek je to mozné.
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Posledny deni experimentu odstréiite z jamiek celé médium. Pripravte zasobny roztok resazurinu (10
mg/ml) a zried'te ho v pomere 1:150 v rovnakom médiu, ktoré¢ sa pouzivalo poc€as experimentu.
Ak pouzivate pozitivnu kontrolu, vyberte jednu jamku na zaciatku experimentu a pred pridanim
resazurinu odstrante médium a inkubujte platky v 70 % etanole po dobu 1 hodiny.

Po 1-hodinovej inkubécii pri 37 °C a 5 % CO- odstraiite etanol a platky premyte 2-3-krat roztokom
PBS.

Pridajte 1 ml zriedeného roztoku resazurinu do kazdej jamky. Objem sa moézZe lisit’ v zavislosti od
formatu platne, ale vSetky platky musia byt ponorené v roztoku.

Pripravte blank vyberom prazdnej jamky alebo skiimavky obsahujucej iba zriedeny roztok
resazurinu. Inkubujte ho za rovnakych podmienok ako ostatné vzorky.

Inkubujte platiiu 4-6 hodin pri 37 °C a 5 % CO.. Chrarite ju pred svetlom.

Po inkubacii odoberte z kazdej jamky 100 pl do platne s 96-jamkove;j platne.

Odmerajte fluorescenciu pri prislusnej vlnovej dizke (napr. excitacia: 545 nm, emisia: 600 nm;

Braun et al., 2021) na detekciu resazurinu/resorufinu.

POZNAMKA: Pri vykonavani testu Zivotaschopnosti resazurinom by mala byt vZdy zahrnuti pozitivna kontrola,

aby sa potvrdilo, Ze test funguje spravne.



