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Reseni poskytuje zpisob stanoveni mnoZstvi DNA
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ukotvena. Piikladem jsou pfedevsim vzorky
obsahujici DNA, ktera je ukotvena na ¢asticich
nebo povrsich, a vzorky obsahujici buiiky. Jelikoz
je mnostvi DNA v buiikach pfimo umémé jejich
mnoZstvi, je pFistup vyuzitelny pro stanoveni
mnoZstvi bunék ve vzorcich obsahujicich buiiky.
Jak v ptipadé vzorki obsahujicich ukotvenou DNA,
tak v ptipad& vzorkd obsahujicich bufiky, popsany
pfistup poskytuje linearni zavislost signalu na
mnozstvi DNA v 3irokém rozmezi{ hodnot. Napf. v
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vysledky jiZ od cca 100 bunék az po plné narostlou
jamku. Popsany pfistup je zaloZen na znaCeni DNA
pomoci fluorescenénich latek, které se vazi na
DNA, promyti vzorkd v promyvacim roztoku a
vymyti fluorescenénich latek pomoci vymyvaciho
roztoku. Vyjmenované kroky jsou zakladnimi
kroky popsaného postupu. Diky vhodng zvolenému
slozeni vymyvacich roztoki, které zabezpecuje
vysoké vymyti a soucasné vysokou fluorescenci
pouzitych fluorescen¢nich latek, pak fluorescenéni
signal naméteny ve vymyvacim roztoku odrazi
mnoZstvi DNA.
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Zpusob stanoveni mnozstvi DNA ve vzorcich a jeho vyuziti pro stanoveni mnoZstvi bungk

Oblast techniky

Vynalez se tyka stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorcich a jeho vyuzZiti pro stanoveni bungk.

Dosavadni stav techniky

Pro stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorcich se pouZiva fada metod. Nejast&j$im zpisobem je
izolace DNA ze vzorku a nasledné méfeni koncentrace pomoci absorbance uréitych vinovych
délek. Tato technologie vSak vyzaduje izolaci DNA a je tudiZ nepfili§ vhodna napi. pro
stanoveni mnozZstvi bun¢k nebo v pfipadech, kdy se jednd o jinak vazanou DNA ve vzorku,
napf. na povrchu desticek. V ptipadé stanoveni mnoZstvi bunék je jednou z nejrozsifenéjsich
metod varianta, kterd spoléhd na pfimé pocitani bunék pomoci mikroskopu a hemocytometru.
Ackoli se jednd o levnou metodu, jeji hlavni nevyhodou je €asova néaro¢nost. Proto byly
vyvinuty a dale jsou vyvij ehy alternativni pfistupy pro stanoveni mnoZstvi bunék. Tyto pfistupy
jsou zaloZeny napf. na pfeméné nékterych substrati pomoci bunéénych enzym@ a méfeni
zmény koncentrace produktu této reakce. P¥ikladem jsou pfistupy oznaGované jako MTT, MTS,
WST-1 a pfistupy zaloZené na alamarové modfi (J. Cell Mol Med., 14, 1003-1013).
Nevyhodou uvedenych pfistupi je jejich zavislost na metabolickém stavu bun&&éné populace.
Ta mize kromé jiného souviset i s hustotou bunééné populace (Tissue Eng., 11, 182-191) a
nemusi tudiZ poskytovat linedrni priibéh zavislosti signdlu na mnoZstvi bun&k. Proto byly
vyvinuty a jsou pouZivany pfistupy zaloZené pravé na detekci bunééné DNA. Piikladem jsou
fluorescencni latky, které se vaZou k DNA a po jejich navazani na DNA dochézi k vyraznému
zvySeni jejich fluorescence. Typickym ptikladem jsou cyaninové barviva CyQuant a PicoGreen
(J. Immunol. Methods, 254, 85-98). Na podobném principu byly vypracovany postupy zaloZené
na DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol; &brézek 1) nebo barvivech Hoechst (In Vitro Cell Dev.
Biol., 24, 247-252; J. Immunol. Methods, 162, 41-45; J. Histochem. Cytochem., 23, 493-505; J.
Histochem. Cytochem., 24, 24-33; ébrézek 1). Minimalni pocet bunék, které je mozZné stanovit
jednotlivymi metodami, je rizny a obecné se pohybuje od nékolika desitek po 1 000 bunék
v jamce 96- Uamkove destlcky Nevyhodou téchto pfistupli je potieba zajisténi méfeni v celé
jamce nebo v celém objemu vzorku, aby byla zajisténa co nejvy$§i presnost méfeni. Jednotlivé
pfistupy se rovnéz li§i rychlosti provedeni, mozZnosti sledovani dalSich parametrt, napf.

replikacni aktivity a materidlovou naro¢nosti, pfiemz rozhodujicim faktorem neni v fadé



aplikaci citlivost metod, ale spise potfeba zajistit vysokou linearitu v $irokém ramci bunéénych

koncentraci.

Podstata vynalezu

Predkladana ptihlagka vynalezu popisuje zptsob stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorcich, ve
kterych je tato DNA ukotvena. Pikladem jsou piedevsim vzorky obsahujici DNA, ktera je
ukotvena na &ésticich nebo povrsich, a vzorky obsahujici butiky. Pfikladem &&stic mohou byt
magnetické nebo kfemikové nebo sklenéné &astice, piikladem povrchi mohou byt povrchy
mikrotitratnich desti¢ek. Vzorky obsahujicimi buiiky mohou byt napf. tkané, buiiky pfisedlé na
podloZkéch typu Petriho misek, kultivaénich lahvi, mikroskopickych skel nebo vice jamkovych
desti¢ek nebo buriky v suspenzni kultute. JelikoZ je mnoZstvi DNA v buiikach pfimo imérné
Jejich mnoZstvi, je pfistup vyuZitelny pro stanoveni mnoZstvi bungk ve vzorcich obsahujicich
buiiky. Jak v pfipad¢ vzorkd obsahujicich ukotvenou DNA, tak v ptipad¢ vzorkil obsahujicich
buiky popsany pfistup poskytuje linearni zavislost signdlu na mnoZstvi DNA v &irokém
rozmezi hodnot. Napf. v 96-&amkové desti¢ce poskytuje plné linearni vysledky jiZ od cca 100

bungk az po plné narostlou jamku.

Popsany pfistup je zaloZen na znateni DNA pomoci fluorescenénich latek, které se vaZi na
DNA, promyti vzorkdi vpromyvacim roztoku a vymyti fluorescenénich latek pomoci
vymyvaciho roztoku. Vlastni m&feni fluorescence pak probiha ve vymyvacim roztoku, ktery
miiZe, ale nemusi obsahovat i stanovovanou DNA. Inkubace vzorkt s fluorescenénimi latkami,
promyti v promyvacim roztoku a vymyti fluorescen¢nich latek vymyvacim roztokem jsou
zékladnimi kroky popsaného postupu. Tyto kroky mohou, ale nemuseji, nasledovat tésné¢ po
sob€. Diky vhodné zvolenému sloZeni vymyvacich roztoki, které zabezpetuje vysoké vymyti,
linearitu zavislosti signdlu na mnoZstvi DNA a soudasné vysokou fluorescenci pouZitych
fluorescencnich latek, pak fluorescenéni signal naméfeny ve vymyvacim roztoku odraZi

mnozstvi DNA.

V popsaném pfistupu jsou vzorky obsahujici DNA inkubovany v roztoku, vyhodné vodném
roztoku, téchto fluorescenénich latek: DAPI (glbrézek 1; Biotech. Histochem., 70, 220-233)
a/nebo Hoechst 33258 (4-[5-(4-metyl-1-piperazinyl)[2,5'-bi-1H-benzimidazol]-2'-yl]-fenol
trihydrochlorid) a/nebo Hoechst 33342 (2'-(4-etoxyfenyl)-5-(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-
1H-benzimidazol trihydrochlorid) a/nebo Hoechst 34580 (2'-(4-dimetylaminofenyl)-5-(4-
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metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-benzimidazol); dale jen Hoechst; &brézek 1; J Histochem.
Cytochem., 23, 493-505, J. Histochem. Cytochem., 24, 24-33, Cytometry, 44, 133-136. Tyto
latky jsou b&zn& pouZivany k detekcim a kvantifikacim DNA diky vyraznému nartistu
fluorescence po jejich navazani na molekuly DNA. Ac¢koli z hlediska ceny a manipulace je
vyhodné pouZit vodné roztoky DAPI a/nebo Hoechst, je mozné pouzit i dalsi roztoky.
Prikladem jsou roztoky DAPI a/nebo Hoechst v etanolu, metanolu nebo dimetylsulfoxidu
(DMSO0). Rovné7 je mozné pouZit smési riiznych roztoki a rozpoustédel. Piikladem mize byt
smés etanolu a vody nebo etanolu a vodnych roztoki nebo smés metanolu a vodnych roztokd.
V pfipadé bunéénych kultur miize byt inkubace s DAPI a/nebo Hoechst provedena napf.
v ristovém médiu bunék nebo aZ po jejich dalsim zpracovani. V ptipadé kouski tkani miize byt
inkubace s DAPI a/nebo Hoechst rovnéZ provedena okamZité po vyjmuti z organismu nebo az
po dalSim zpracovani. P¥ikladem dalsiho zpracovani je ususeni, fixace napf. ve formaldehydu
nebo etanolu, permeabilizace detergenty, nebo inkubace v roztoku jednomocné médi. Tyto
kroky mohou byt vzijemn& kombinoviny. Obecné je mozné pfistup pouZit pro riizné
opracované vzorky obsahujici DNA.

o
Optimalni koncentrace DAPI a Hoechst pro stanoveni mnoZstvi DNA se pohybuje mezi 0,1 /-W
20 pmol.I7.

JelikoZ se DAPI i Hoechst mohou v riizné velké mife vézat i na RNA, je vyhodné v pfipadech,
kdy je nutné pfesné stanoveni DNA a vzorky obsahuji i RNA, odstranit RNA, napf. pomoci
RNazy, vyhodn€ RNé4zy A. Pouzita koncentrace RNazy A je s V}"h0d09 0,1"}{:}0,5 mg.ml.
Vzorky se s RNazou A vyhodng inkubuji 10 aZ 60 minut p#i teplotd 205;22'37 °C. Tento krok je

optimalné proveden jesté pfed promyvacim krokem.

Soucasti popsaného pfistupu je promyvaci krok, ktery je proveden aZ po inkubaci vzorkd
s DAPI a/nebo Hoechst. V jeho prib&hu dochézi k odstranéni pouZitych, nespecificky
navazanych fluorescen¢nich latek - DAPI a/nebo Hoechst. Ty mohou byt nespecificky
navazané napi. na samotné vzorky, povrchy inkuba&nich nadob a jejich soudasti, ptipadné dalsi
Casti, které byly v pritbéhu aplikace piistupu inkubovany s DAPI a/nebo Hoechst. Jedna se napt.
o kryci nebo podlozni skla nebo filtry. Podle naSich zji§téni napi. povrchy bé&Znych
polystyrénovych kultiva¢nich nddob pom&m siln& vazi DAPI i Hoechst. Obvykle dostate&na
je inkubace vzorkil po dobu 15 minut aZ jedné hodiny pti trech aZ &tyfech vyménach

promyvaciho roztoku. V pfipadé, Ze tyto fluorescenéni latky nebyly dokonale odstrangny, dolo



k naristu nespecifického signalu, coz vedlo ke sniZeni citlivosti metody. Ackoli bylo mozZné
pro promyti pouZit napf. vodu, vyhodné se ukazaly promyvaci roztoky zaloZené na vodnych
roztocich pufrd s pH vyhodné mezi 6 az 8, které sou¢asné obsahovaly detergent. Vyhodng byl
timto detergentem Tween 20 (polyoxyetylen sorbitan monolaurat, ébrézek 2). Experimenty
ukazaly, Ze je rovnéZ moZné pouzit dalsi latky typt detergentd jako je Tween 80 (polyoxyetylen
sorbltan monooleat, Obrazek 2), Triton X-100 (2-[4-(2,4,4-trimetylpentan-2- -yl)fenoxy]etanol,
Qbrazek 3) saponiny (skupina amfipatickych glykosidd), Nonidet P-40 (4-tert-octylfenol
dietoxylat, @brazek 3) nebo jejich kombinace. Pro promyti vzorku byla dostadujici koncentrace
detergentu nad 0,05 % (obj./obj.). Z pufrd byl z hlediska ceny vyhodny nap. fosfatovy pufr
pfipraveny z dihydrogenfosfore¢nanu sodného a hydrogenfosfore¢nanu disodného nebo
dihydrogenfosforeénanu  draselného a  hydrogenfosforenanu  didraselného  nebo
dihydrogenfosforeénanu ~ sodného a  hydrogenfosfore¢nanu  didraselného  nebo
dihydrogenfosfore¢nanu draselného a hydrogenfosfore¢nanu disodného, ptipadné fosfatovy
pufr obsahujici chlorid sodny a/nebo chlorid draselny a/nebo chlorid hoteénaty. Uspésné byly
testovany i dal3i pufry, napf. pufry obsahujici Tris (2-Amino-2-(hydroxymetyl)propan-1,3-diol)
nebo HEPES (kyselina 2-[4-(2-hydroxyetyl)piperazin-1-yl]etansulfonova). Obecné jsme
nepozorovali, Ze by n&ktery ztestovanych pufrii vykazoval vyznamny vliv na rychlost a

u¢innost vymyvani. Naopak ptidavek detergentli iginnost zvySoval.

V dal§im, vymyvacim kroku jsou vzorky inkubovany ve vodném, vyhodn& pufrovaném,
roztoku dodecylsiranu sodného (NaCi2H25SO4, rovnéZ oznadovany jako sodiumdodecylsulfat,
SDS) a/nebo dodecylsiranu litného (LiC12H25SOs, litiumdodecylsulfat, LiDS) a/nebo
[dodecanoyl(metyl)aminoJacetatu sodného (C1sH2sNNaOs, sodiumlaurylsarkosinat, sarkosyl);
déle jen vymyvaci ltky. Tento krok zajistuje vymyti fluorescenénich latek navazanych na
DNA do roztoku. Inkubace vede k tplnému vymyti fluorescenénich latek jak z DNA navazané
na nosi¢, tak z bunék. Rozhodujici pro dikkladné vymyti je koncentrace vymyvacich latek.
Minimélni koncentrace, které vedou k efektivnimu vymyti DAPI a Hoechst’ jsou 0,1 %
(hmotnost/obj.). S vyhodou se tyto koncentrace pohybuji od 0,1 % do 10 % (hmotnost/obj.)
SDS a LiDS a od 1 §4 do 10 % (hmotnost/obj.) sarkosylu. Pro vétSinu testovanych protokolt
postacovalo pro efektivni vymyti fluorescenénich latek 0,5 % %2 % (hmotnost/obj.) roztoku
vymyvaci latky.

Obecné platilo, Ze se zvySujici se koncentraci vymyvacich latek, dochazelo ke zvyseni rychlosti

vymyvani. Bylo mozné pouZiti i kombinace vice vymyvacich latek. K vymyti nejvétsi ¢asti



fluorescen¢nich latek dochézelo nejcastgji v pribéhu nékolika minut. Jen v pfipadé vysuSenych

preparatd bylo nutné pouZit ¢asy, které se pohybovaly od nékolika desitek minut az do jedné

hodiny.

Vymyvaci latky je mozné rovnéz v nizké koncentraci, kdy jest€¢ nedochézi k efektivnimu
vymyti fluorescenénich latek z DNA, pouzit v promyvaciisr\oztoku promyvaciho kroku, ktery
predchéazi vymyvacimu kroku. V tomto pfipadé promyvaci roztoky obsahuji maximalné 0,05
% (hmotnost/obj.) vymyvacich latek a zaroven jsou pouzité koncentrace vymyvacich latek
v promyvacim roztoku vyhodn€ nejméné 10x niZsi nez jsou koncentrace pouZité ve vymyvacim
roztoku. Takto nizké koncentrace nemaji signiﬁkaintni vliv na chybu stanoveni mnozstvi DNA,

protoZe se pfi promyvani vymyje pouze zanedbatelné mnozstvi fluorescencnich latek.

Jiz diive bylo zjisténo, Ze pfitomnost SDS vede ke zvySeni fluorescence jak DAPI, tak Hoechst
(Nucleic Acids Res., 5, 3775-3799; Photochem. Photobiol., 73, 339-348). Nicméné bylo tfeba
urcit, pfi jakych koncentracich vymyvacich latek bude signal nejvyssi, zda bude dostatecny pro
pfesné stanoveni DNA, zda nebude ovlivnén pfitomnosti DNA, pfipadné dalSich ¢asti vzorku,
zda dojde k priniku koncentrace, kterd je nutna pro vymyti a koncentrace pro dostatené
zvySeni signalu a nakolik bude vysledny signal linearni z hlediska mnoZstvi DNA ve vzorku.
V pfistupu obecné neni dileZity narist fluorescence oproti stavu bez ptidané vymyvaci latky,
ale absolutni naméfena hodnota. Optimalné bylo tfeba, aby se maximalni fluorescencni signal
ptekryval s hodnotami, které jsou nutné pro vymyti DAPI a/nebo Hoechst z DNA vzorkl a
soucasné aby se fluorescenéni signal linearn& zvySoval s nartstajici koncentraci DNA. Analyza
signalu DAPI v riznych koncentracich SDS ukazala vysokou absolutni fluorescenci jiZ u
hodnot kolem 0,3125 % (hmotnost/obj.) SDS. V piipadé sarkosylu a DAPI byla vysoka hodnota
absolutni fluorescence namé&fena u 0,625 % (hmotnost/obj.) sarkosylu. Déle se jiz signal v SDS
ani sarkosylu vyraznéji neménil (ébrézek 4 a 5). Podobny vysledek jako v pfipadé SDS jsme
obdrzeli i v ptipadé LiDS. Z tohoto pohledu jsou pro vymyvani DAPI vyhodné koncentrace
nad 0,3 % (hmotnost/obj.) SDS nebo LiDS nebo koncentrace nad 0,6 % (hmotnost/obj.)
sarkosylu. Navic bylo patrné, Ze signal u DAPI v SDS je obecné vice nez 2x vy3$i neZ signal
naméfeny v sarkosylu (gbrézek 6). Podobné to bylo v pfipadé poméru signalu DAPI v LiDS a
sarkosylu. Signal Hoechst rovnéZ vykazoval zavislost na koncentraci vymyvacich latek
(&brézek 4 a 5). Nejvyssi signal Hoechst byl naméfen pfi koncentracich 5 az 10 %
(hmotnost/obj.) SDS. Podobng to bylo v pfipadé LiDS. Nejvyssi signal Hoechst v roztocich

obsahujicich sarkosyl byl namé&fen pfi koncentracich kolem 0,6 % (hmotnost/obj.) sarkosylu.
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S Vyjlmkou 0,625 % koncentrace byl signal Hoechst v SDS vys§i nez signal v sarkosylu
(Qbrazek 5). Obdobné to platilo i pro LiDS.

NaSe experimenty ukazaly, Ze v piipadé DAPI je ve veét§iné pfipadi z hlediska rychlosti
vymyvani a dosaZeného signalu optimalni koncentrace SDS a LiDS 1 f‘i 2 % (hmotnost/obj.).
Pti pouziti DAPI a sarkosylu byla tato hodnota podobna. U Hoechst a SDS nebo LiDS j jsou
optimalni koncentrace mezi 5 1— 10 % (hmotnost/obj.) SDS nebo LiDS. V ptipadé Hoechst a
sarkosylu jsou tyto koncentrace minimalng 0,6 % (hmotnost/obj.) sarkosylu. 0,6 %
(hmotnost/obj) koncentrace sarkosylu viak nebyla v nékterych pfipadech dostate&na pro rychlé
vymyti DAPI a/nebo Hoechst z DNA. Obecné pouZiti SDS a LiDS bylo vyhodné&jsi nez pouziti
sarkosylu. Vysledky rovn&z ukazaly, e naméfeny signdl DAPI v SDS a LiDS byl obecné
vyznamné vys§i nez naméfeny signal u Hoechst. Rovnés jsme testovali moZnost pouZiti
vzéjemnych smési vymyvacich latek SDS, LiDS a sarkosylu. Tyto smési rovnéZ vedlrk vymyti
DAPI a/nebo Hoechst a ke zvyseni fluorescence.

Pro urychleni vymyti je optimalni v priib&hu vymyvani tfepat vzorky na laboratorni tfepadce
vyhodné pii 300 az 600 rpm. P¥imési etanolu, metanolu, isopropanolu nebo sloZek pufiii napf.
fosfore¢nanti nebo Tris nemaji na vymyvani ani nslednou vySsi fluorescence vyznamny vliv.
V pribéhu vyvoje se ukazalo, Ze v rozporu s dfive publikovanymi vysledky, etanol nevedl k
vymyti ani DAPI ani Hoechst (J. Immunol. Methods 162, 41-45). Z naméfenych dat je ziejmé,
Ze signal poskytqvany DAPI je v oblasti pH 6‘)‘i 8 nezavisly na pH. U Hoechst je optimem
hodnota pH 6,5 ¢ 7 ,5. Soucasné bylo zjevné, Ze fluorescenéni signal byl stabilni pfinejmenSim
po dobu nékolika dni, coZ je vyznamné jak z hlediska moznosti pfipadného transportu vzorku
do vhodné vybavené laboratote, tak z hlediska moZnosti opakovaného méfeni a uchovani

vzorkd pro nasledna vyhodnoceni.

V pftipad€ pouiti pfistupu pro stanoveni mnozstvi fixovanych bunék ve vzorcich bunék nebo
tkani, je pro fixaci bunék moZné pouzit celou fadu pfistupd. Buitky mohou byt napt. fixované
roztokem formaldehydu, vyhodng vodnym 1 aZ 8 % (hmotnost/obj.) pufrovanym roztokem
formaldehydu. Jako pufr pro ptipravu fixaéniho roztoku formaldehydu je vyhodn& pouzit
fosfatovy pufr nebo fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (1x PBS). Pro ptipravu 1 az 8 %
(hmotnost/obj.) roztoku formaldehydu je rovn&Z vyhodng pouZit metanolem stabilizovany
roztok formaldehydu. Jingm vyhodny a rychlym zpisobem fixace je inkubace vzorkt
obsahujicich buitky v 50 az 100 % roztoku etanolu nebo metanolu vyhodné ve vod& nebo ve

vodném pufrovaném roztoku, nap. pomoci fosfatového pufru nebo 1x PBS. Doba fixace ani



teplota fixacnich roztokd neni pro popsany zpiisob stanoveni DNA dilezita. Napft. pro
formaldehydickou fixaci je dostate¢na doba inkubace Jiz od 30 sekund a teplota se vyhodng&
pohybuje od 4 ted do 30 °C. Pro etanolovou fixaci je vyhodné pouzivat dobu fixace del3i nez
10 minut. Vzorky mohou byt uchovany v etanolové nebo metanolové ﬁxac‘ii po dobu nékolika
mésict aZ nékolika let,a to vyhodné pi nizkych teplotach, napt. pi -10 Pq az -20 °C. Pfistup

Jje moZné pouzit i pro buriky vysusené nebo pro nefixované buriky.

NaSe vysledky déle ukazaly, Ze je vyhodné vzorky obsahujici buriky v priibéhu zpracovani
inkubovat ve vodném roztoku jednomocné médi. Ackoli je mozné inkubaci v roztoku
jednomocné médi provést soudasné s inkubaci s DAPI a/nebo Hoechst nebo kdykoli pied
vymyvacim krokem, jeho efekt je nejvyssi pii pouziti pfed inkubaci s DAPI a/nebo Hoechst.
Tento krok zvy3uje signal a soucasné je moZné tento krok pouZit namisto fixaéniho kroku. Pfi
pouZiti roztoku jednomocné médi a pfisedlych populaci bun€k dochazelo ke stabilizaci bun&k
k podkladu do té miry, Ze nebylo nutné buriky fixovat, aby nedoslo k jejich uvolnéni z podkladu
plsobenim vymyvacich latek. Tento krok soudasné vyznamné sniZoval, v p¥ipadech, kdy byla
DNA ze vzorkili obsahujici butiky uvolnéna do roztoku, viskozitu tohoto roztoku v dasledku
Stepeni DNA (PLoS One, 7, €52584), coZ usnadiiovalo manipulaci s roztokem pfi jeho
pripadném pfeneseni do jiné nadoby uréené pro méfeni. Inkubace ve vodném roztoku
Jednomocné médi neméla vliv na linearitu méfeni. Byly testovany roztoky obsahujici
jednomocnou méd’ vEetné téch, které jsou uvedeny v patentu { CZ 30%{\230. Jako nejvyhodné&;jsi
se ukdzalo pouZiti vodného roztoku ptipraveného smichanim vodného roztoku hydrochinonu a
vodného roztoku siranu mé&d'natého. Tento systém na rozdil od pomémé hojné pouzZivaného
systému zaloZeného na smichdni vodného roztoku siranu médnatého a vodného roztoku
askorbatu sodného nevyzadoval pfitomnost dalSich latek branicich vytvofeni viditelného
precipititu. Koneéna koncentrace siranu médnatého v roztoku, ve kterém doslo k vytvofeni
jednomocné médi, byla v okamziku p¥idani vyhodné 0, 1\/‘:}50 mmol.I"! a koneéné koncentrace
hydrochinonu byla v okamziku pfidani vyhodn& 0,5 ‘f 100 mmol.I". Pro piipravu roztoku
jednomocné médi je vyhodné nejprve ptipravit zésobni vodny roztok hydrochinonu a zasobni
vodny roztok siranu méd’natého. Tyto dva roztoky jsou smichany t€sné pfed pouZitim roztoku
Jednomocné médi., Vyhodné je pfipraven zasobni vodny roztok siranu médnatého y
v koncentracich 4 :«W 200 mmol.I'! a z4sobni vodny roztok hydrochinonu v koncentracich 20 Kt
200 mmol.I"\, Inkubace vzorku v roztoku jednomocné médi probiha s vyhodou po dobu 1

minuty az 1 hodiny pfi teplotach 0 a 45 °C.



Vzhledem k okolnosti, Ze veskeré fluorescenéni latky se po skondeni popsaného postupu
nachdzeji ve vymyvacim roztoku, je moZné provést méfeni fluorescence jak pfimo v nadobg,
kde doslo k vymyti fluorescencnich latek, tak v jiné nadobe€, a to po pfeneseni roztoku. To je
vyhodné ve vech ptipadech, kdy jsou vzorky v nédobéch,i které nejsou vhodné pro méfeni
fluorescence. Soucasné tento piistup poskytuje homogenni signal v celém objemu vymyvaciho
roztoku, coZ vyznamné zvySuje spolehlivost obdrZenych vysledkt a sniZuje potfebu
opakovanych méfeni. RovnéZ je moZné uchovéni téchto vymyvacich roztoki po delsi éas/ napf.

po dobu n&kolika tydni a jejich nasledné méfeni.

Vysledky ukézaly, Ze signal poskytovany DNA se linedrné zvySoval s naristajici koncentraci
DNA a tato linearita byla zachovana v §irokém pasmu testovanych koncentraci SDS, LiDS i
sarkosylu od 0,1 % do 20 % (hmotnost/obj.). Pfistup poskytuje poméma data. Po provedeni
kalibrace napf. v pfipadé stanoveni DNA pomoci absorbance p¥i 260 nm nebo v piipadé
stanoveni mnoZstvi bun&k prostfednictvim hemocytometru, je moZné ur¢it i absolutni mnoZstvi
DNA nebo absolutni pofet bunék. Podle nadich zjisténi soudasna pfitomnost DNA, RNA,
proteini a cukrl v okamziku méfeni neinterferuje se signilem DAPI a Hoechst ve vymyvacich
roztocich a nema vliv na linearitu méfeni. Atkoli se DAPI i Hoechst vaZou k RNA, pficemz
v ptipad¢ Hoechst se jedné pfevazné o interakci s dvojfetézcovymi tseky RNA, neni v p¥ipadé
pouZiti pfistupu pro stanoveni mnoZstvi bungk nutné RNA v priib&hu pfistupu nebo jeits pred
nim zpravidla odstratiovat. Diivodem je podobny obsah RNA u riizné narostlych populaci.
V piipade potieby je mozné obsah RNA zcela nebo vyrazné eliminovat pomoci inkubace ve

vodném roztoku jednomocné mé&di a/nebo pouzitim RNazy.

Pro urCeni pozadi, které je zpuisobeno vazbou fluorescentnich latek na vzorky a dalsi &asti,
které byly pouZity v priibéhu aplikace pfistupu, je vyhodné provést cely pristup soutasné v
nadob¢ bez vzorkili obsahujicich DNA napf. bez ukotvené DNA nebo bez bunék a po zméfeni

signalu odecist tento signal od signalu, ktery byl naméfen ve vzorcich s DNA.

Ptistup je vyhodné pouZitelny i v pfipadg, kdy jsou pomoci fluorescenénich sond stanovovany
dalsi bun&¢né slozky, napf. proteiny a/nebo RNA a/nebo latky, které se inkorporuji do bun&k,
a je tfeba vztdhnout tento signal na po&et bungk. Témito fluorescenénimi sondami mohou byt
protilatky konjugované s fluorochromem nebo sekvence DNA nebo RNA znafené
fluorochromem nebo azidované fluorochromy. Fluorochromy mohou byt vyhodng

karboxyfluorescein (FAM) nebo fluorescein isetiocyarst (FITC) nebo Alexa Fluor 488 nebo
isothio kyandt



kumarin 343 nebo Cyanin3 (Cy3) nebo Cyanin3.5 (Cy3.5) nebo Cyanin5 (Cy5) nebo Cyanin5.5
(Cy5.5) nebo Cyanin7 (Cy7) nebo Cyanin7.5 (Cy7.5) nebo fenyletynylpyren (PEP) nebo
rodamin 101 (ROX) nebo tetrametylrodamin 5-karboxamido-(6-azidohexanyl) (TAMRA) nebo
Alexa Fluor 555 nebo Alexa Fluor 594 nebo Alexa Fluor 647 nebo Oregon Green® 6-
~karboxamido-(6-azidohexanyl) (Oregon Green) nebo DyLight 488 nebo DyLight 649. Pfistup
je rovnéZ vyuzitelny v pfipadg, kdy se jedna o tzv. nepiimé prikazy, kdy je nejprve pouzita
nefluorescenéni sonda reagujici s detekovanou molekulou nebo nékolik po sobé nasledujicich
nefluorescenénich sond a teprve proti posledni z téchto sond je pouZita fluorescenéni sonda.
Typickym ptikladem je napf. detekce bun&énych proteinii pomoci prvni protilatky, ktera se
nejprve navaZe na protein a nasledné je pouZita druhd protilatka, ktera je konjugovana
s fluorochromem a reaguje s prvni protilatkou. Piikladem latek, které se stanovuji po jejich
inkorporaci do DNA bunék je 5-etynyl-2'-deoxyuridin (EdU) nebo 5-bromo-2'-deoxyuridin
(BrdU) nebo 5-chloro-2'-deoxyuridin (C1dU) nebo 5-jodo-2'-deoxyuridin (IdU). EdU, BrdU,
CIdU i IdU se inkorporuji do bunééné DNA a na zakladé mnozstvi inkorporovaného EJU
a/nebo BrdU a/nebo CIdU a/nebo IdU je mozné rozhodnout o replikaéni aktivité bundk. Ve
vech t€chto piipadech je vyhodné soudasné stanoveni DNA a nasledné mnoZstvi bungk pomoci
popsaného pristupu. Popsany pfistup dovoluje vztahnout velikost signalu fluorescen¢nich sond
na mnoZstvi bun€k. Vydélenim signalu fluorescenénich sond signalem DAPI a/nebo Hoechst
ve vymyvacim roztoku je pak odstranén vliv mnoZstvi bungk na signal poskytovany
fluorescen¢nimi sondami. Po kalibraci signalu DAPI a/nebo Hoechst na skuteény pocet bunék,
napt. pomoci hemocytometru, je pak mozné uréit i primérmy signal v butice. EdU, BrdU, CldU
i IdU navic interferuji s Hoechst a sniZujf jejich fluorescenci, aniz by byla sniZena vaznost
barvicich latek na DNA. Pokud je v t&chto piipadech pouZit odhad po¢tu bunék prostym
méfenim fluorescence navazanych fluorescen¢nich latek Hoechst na DNA, vede to k podcenéni
mnoZstvi bun€k. Jest¢ k vy33i interferenci miiZe dojit pfi navazani nkterych azidovanych
fluorochromii na EJU. V tomto pfipad& dochézi k interferenci i v ptipads, e se pouZziji nejenom
Hoechst ale i DAPI (!gbrézek 7). Napt. pfi pouziti azidovaného FAM, dochdzi k prudkému
poklesu fluorescence DAPI a nasledné opét k podcenéni poétu bungk. Ve vsech téchto
pfipadech je vyhodné pouZiti nAmi popsaného ptistupu stanoveni mnoZstvi bungk, kdy se
stanovuje signal DAPI a/nebo Hoechst ve vymyvacim roztoku. Nami popsany pfistup pak
umoznuje nejen piesné stanoveni mnoZstvi bun&k bez vztahu k obsahu latek typu EdU nebo
BrdU nebo CIdU nebo IdU, ale rovn&Z nasledné vztahnout signal pouZitych fluorescenénich

sond na pocet bunék.
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V prub¢hu detekce bunéénych slozek a/nebo inkorporovanych latek pomoci fluorescencnich
sond se provede inkubace s fluorescencnimi latkami (DAPI a/nebo Hoechst), dale se provede
promyti pomoci promyvacich roztokti a déle se provede inkubace ve vymyvacim roztoku.
V ptipadé, Ze jsou pouzity fluorescenéni sondy nekovalentné vazané k detekovanym
bunéénych slozkam, zpravidla vede pfidani vymywvaci latky k pfechodu fluorescenéni sondy do
roztoku. V nékterych pfipadech pfidani vymyvaci latky vede k lyzi bunek. Je to zejména
v ptipad¢, kdy nebyl pro fixaci bun€k pouzit roztok obsahujici ¢inidla vytvéafejici kovalentni
vazby mezi riznymi bunéénymi slozkami, napf. proteiny. Piikladem ¢inidla vytvafejiciho
kovalentni vazby je formaldehyd. RovnéZ pouZiti roztoku jednomocné médi vede ke stabilizaci
bunék, ktera brani jejich lyzi vroztoku vymyvaci latky. Obecné je vyhodné uvolnit
fluorescenéni sondy do roztoku at’ jiz pisobenim vymyvaciho roztokul nebo vyvolanim buné¢né
lyze. V ptipadech, kdy jsou pouZity fluorescenéni sondy vazané kovalentné k bunéénym
detekovanym slozkdm a vymyvaci roztoky nevedou k pifechodu bunééného obsahu do
vymyvaciho roztoku, je vyhodné pouZit proteinazu K. Jedna se napiiklad o ptipad, kdy je
pouzito EdU a v nékterém kroku je pouZit formaldehyd a/nebo roztok jednomocné médi.
V téchto piipadech neni zpravidla mozné pomoci vymyvacich latek efektivné uvolnit
fluorescenéni sondy do vymyvaciho roztoku a zajistit, aby krom& DAPI a/nebo Hoechst, byly
v roztoku i fluorescenéni sondy. Proteindza K mizZe byt aplikovéna ve vymyvacim roztoku.
S vyhodou jsou vymyvaci roztoky pfidany ke vzorku, aZ po jeho inkubaci s proteinazou K.
RovnéZ vyhodné jsou vymyvaci latky ptidany k roztoku, ktery obsahuje buriky ovlivnéné
proteinazou K aZ po jeho pfedneseni do nové nadoby. Tim dojde k vyznamnému sniZeni pozadi.
Niasledné je zméfena fluorescence fluorescen¢nich sond a DAPI a/nebo Hoechst ve vymyvacim
roztoku. Signal poskytovany navazanymi fluorescenénimi sondami je vydélen signalem DAPI
a/nebo Hoechst. Signal DAPI a/nebo Hoechst je pfed tim vyhodné sniZen o signal zméfeny
v kontrolnich vzorcich bez DNA. RovnéZ je mozné zméfit signal poskytovany fluorescenénimi

sondami jes§té pied pfidanim vymyvacich latek.

Proteindzu K je rovnéz vyhodné pouzit v pfipadé stanoveni mnoZstvi bun¢k ve vSech
piipadech, kdy povrchy nadob silné vazi DAPI a Hoechst a aplikace vymyvacich roztokii by
vedla k vymyti DAPI a Hoechst z t&chto povrchi a tim by doslo ke zvy3Seni pozadi. Za timto
t¢elem je pred vymyvacim krokem pouZita inkubace s proteindzou K, kdy jejim plisobenim
dojde k pfechodu bunééného obsahu do roztoku. Cast nebo veskery roztok je nésledné

piemistén do jiné nadoby a teprve pak je pfidan vymyvaci roztok. Tim je sniZeno pozadi.
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Obecné je vzdy vyhodné odstranit vzorky z nadoby, kde probihala inkubace s fluorescentnimi

latkami, jesté pied pfidanim vymyvaciho roztoku.

Koncentrace proteinazy K je s vyhodou 0,05 aZ 0,2 mg.ml", pfi¢emz proteinaza K je vyhodné
fedéna v 50 mmol!,l'1 vodnim roztoku Tris-HCI, pH = 8. Vzorky jsou inkubovany v roztoku

. i . , . v y .x . .
proteinazy K 5 120 minut, vyhodn& pii teploté 37 °C. Rovnéz vyhodng jsou vzorky pfi

inkubaci tfepany na laboratorni tfepacce.

Dalsim vyuZitim popsaného pfistupu stanoveni mnoZstvi DNA a nasledné i po¢tu bunék je jeho
pouZiti pro stanoveni replikaéni aktivity. V t&chto pkipadech jsou vzorky obsahujici butiky
nejprve inkubovany v kultivaénim médiu s 0,1 az 100 pmol.l"! BrdU a/nebo 1dU a/nebo CldU
a/nebo EdU vyhodn& po dobu rovnou nejméné 1/3 bunééného cyklu testované bunécné
populace. Dale se provede inkubace s Hoechst stejné jako v ptipadé stanoveni mnoZstvi DNA.
Tato inkubace muZe prob&hnout jeité v médiu nebo vyhodné aZ po fixaci vzorki napf.
etanolem. Je moZné oviem pouzit i dalsi zptisoby fixace nebo vzorky obsahujici buiiky ususit
nebo vzorky obsahujici buiky inkubovat ve vodném roztoku, ktery obsahuje jednomocné ionty
médi stejng jako v p¥istupu pro stanoveni mnozstvi DNA ve vzorcich obsahujicich buriky. Dale
je provedeno promyti pomoci promyvacich roztokil stejné jako v pfistupu pro stanoveni
mnozstvi DNA. Dile je provedena inkubace s proteinazou K, tato inkubace probiha stejn¢ jako
v ptipadé, kdy je proteindza K pouZita pro stanoveni DNA ve vzorcich obsahujicich buiiky.
Nasledné je zméfen fluorescencni signal Hoechst. Jelikoz inkorporace uvedenych nukleosidi
silng potladuje fluorescenci Hoechst, signdl se sniZuje se zvySujici se mirou inkorporace téchto
nukleosidii. Signal Hoechst v sob& nicméné rovnéZ zahrnuje vliv riizného poctu bungk. Signal
Hoechst je naslednd vyhodn& sniZen o signal zm&feny v kontrolnich vzorcich bez DNA.
Nasledné je ke vzorkim ptidan vymyvaci roztok. Pfidani vymyvaciho roztoku vede k vymyti
molekul Hoechst navézanych na DNA do vymyvaciho roztoku. Pak je zméfen fluorescenéni
signal Hoechst ve vymyvacim roztoku. Tento signil je umérny poctu bunék a nezavisi na
mnoZstvi inkorporovanych pouZitych nukleosidii. Signal Hoechst je nasledné vyhodné sniZen
o signal zméfeny v kontrolnich vzorcich bez DNA. JelikoZ uvedené nukleosidy nepotlacuji
vazbu Hoechst na DNA, ale pouze jejich fluorescenci, naméfeny signdl je umérny poctu bunék.
Vydélenim signalu naméfeného po pisobni proteindzy K signalem namé&fenym po aplikaci
vymyvacich roztoki je ziskana hodnota, kterd pfesné odrazi replikacni aktivitu bez zavislosti

na pottu bungk s tim, Ze vy$3i signal znamena niz3i replikalni aktivitu.
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Popsany ptistup stanoveni DNA je rychly a diky nizké materialové naro¢nosti a faktu, ze méfeni
miiZe probihat v jiné nddobé, neZ se nachézi vzorek DNA, napf. vzorek obsahujici burky, je
vhodny pro zpracovani vysokych poétii a/nebo velkych vzorki. Pfistup rovnéZz umoZiuje
zpracovat buiiky v suspenzi nebo vzorky tkani. Nespornou vyhodou celého piistupu je moznost
nékterych provedeni opétovného pouziti vzorku s DNA napf. vzorku obsahujiciho butiky pro
dal8i zpracovani bez toto, Ze by doslo ke ztraté DNA nebo schopnosti dalSich reakci DNA.
Dalsi vyhodou je fakt, Ze v piipadé soucasné detekce replikaéni aktivity pomoci halogenovych
derivatt 2'-deoxyuridinu nebo EdU dochazi k poklesu signalu poskytovaného Hoechst a/nebo
DAPI, ktery neni zpisoben niz8i vaznosti fluorescen¢nich latek k DNA, ale poklesem
fluorescence vazanych fluorescenénich latek na znaenou DNA (6brézek 7). Vymyti proto
eliminuje pokles fluorescence pouZitych fluorescenénich latek. Jak je patrné, zvlasté vyznamny
je tento efekt v ptipadg, kdy je pro detekci EAU pomoci tzv. ,.click reakce pouZit azidovany
fluorochrom. Pfitom pravé pouziti fluorochromi je vyhodné z hlediska rychlosti detekce EdU.
Popsana technologie zcela odstrafiuje problémy s detekci EdU a soucasné kvantifikace
mnoZstvi bunék pomoci DAPI a Hoechst. Jak bylo ukézénol, technologie je rovnéz vyuZitelna
pfi detekci replikaéni aktivity pomoci BrdU, CldU, 1dU a EdU, kdy se vyuZiva poklesu
fluorescence Hoechst pii vazbé na DNA, kterd obsahuje uvedené nukleosidy. Ne&které
zjednodusené moznosti pouZiti pro stanoveni mnozstvi bunék jsou schematicky znazornény
na gbrézcich 8 az 12. Promyvaci roztok ve schématech obsahuje vyhodné latky, kterymi jsou
detergenty, s vyhodou Tween 20, Tween 80, Triton X-100, saponiny, Nonidet P-40, nizke
koncentrace SDS, LiDS nebo sarkosylu.

Jedno zvyhodnych provedeni stanoveni mnoZstvi DNA je zaloZeno na inkubaci vzorku
obsahujicich DNA ukotvenou na povrsich nebo &asticich s vodnym, vyhodn€ pufrovanym
roztokem DAPI a/nebo Hoechst, nasledném promyti ve vodném, vyhodné
pufrovaném promyvacim roztoku obsahujicim s vyhodou detergent napi. Tween 201 a vymyti

/

ve vodném, vyhodné pufrovaném vymyvacim roztoku obsahujicim SDS a/nebo LiDS.

Z hlediska ceny, sily signalu a rychlosti je v pfipadé vzorkd obsahujicich buiiky vyhodné
provedeni, kdy jsou vzorky fixovany etanolem nebo metanolem, vyhodné 50 aZz 100 %
(obj./obj.) roztokem etanolu nebo metanolu ve vod& nebo fosfitovém pufru nebo 1x PBS,
inkubovany s vodnym, vyhodné pufrovanym roztokem DAPI a/nebo Hoechst, promyty ve

vodném, vyhodné pufrovaném promyvacim roztoku, ktery s vyhodou obsahuje Tween 20 a
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nasledné vymyty ve vodném, vyhodn& pufrovaném vymyvacim roztoku obsahujicim SDS
a/nebo LiDS.

V jiném provedeni obsahuje fixa¢ni roztok etanolu nebo metanolu DAPI a/nebo Hoechst.

V piipadé ptisedlych bunéénych kultur, kdy je tieba, aby byly buiiky po celou dobu pfistupu
uchovany na kultivaénim povrchu, je vyhodné provedeni, kdy jsou buriky fixované v roztoku
formaldehydu/V}'Ihodné ve fosfatovém pufru nebo 1x PBS/ nebo jsou buriky fixované etanolem
nebo metanolem, vyhodng 50 aZ 100 % (obj./obj.) roztokem etanolu nebo metanolu ve vode
nebo fosfatovém pufru nebo 1x PBS. Nésledné nebo jests pied fixaci je vyhodn€ provedena
inkubace ve vodném roztoku jednomocné médi. Piipadné je mozné buiiky fixovat jen roztokem
jednomocné médi nebo napf. prostym vysuSenim. Roztok jednomocné médi je vyhodné
pfipraven z vodného roztoku hydrochinonu a vodného roztoku siranu médnatého. Roztok
jednomocné médi je vyhodng pouzit rovnéZ ve viech piipadech, kdy je tfeba zvysit signal

poskytovany DAPI a/nebo Hoechst.

V jednom z vyhodnych provedeni je stanoveni DNA provedeno v nékolika krocich, které
mohou, ale nemuseji nasledovat t€sné za sebou:

(i) Vzorky se inkubuji v roztoku, vyhodné vodném a rovnéZ vyhodn¢ pufrovaném roztoku,
-alespoﬁ jedné fluorescenéni latky vybrané ze skupiny sestdvajici z DAPI, Hoechst 33258,
Hoechst 33342 a Hoechst 34580, ktera se v priib&hu této inkubace navaZe na DNA pfitomnou
ve vzorku, pfi¢emZ pro pufrovani je vyhodn& pouzit fosfatovy pufr, 1x PBS nebo pufry
obsahujici Tris nebo HEPES. V pfipadé stanoveni DNA ve vzorcich obsahujicich buiky je
vyhodné fluorescenéni latka rozpusténa v kultivaénim médiu.

(ii) Vzorky se promyji promyvacim vodnym roztokem, vyhodn& roztokem pufru, jehoz pH je
rovn&Z vyhodn& 6 aZ 8, promyvaci roztok dale s vyhodou obsahuje alespoii jeden detergent.
Pufrem je vyhodné fosfatovy pufr nebo 1x PBS.

(iii) Fluorescenéni latky navézané na DNA ve vzorku se z DNA vymyji vymyvacim vodnym s
vyhodou pufrovanym roztokem alespoii jedné latky vybrané ze skupiny SDS, LiDS a sarkosyl.
Pufr vyhodng obsahuje Tris.

(iv) Stanovi se mnoZstvi DNA ve vymyvacim roztoku z pfedchoziho kroku méfenim

fluorescenéniho signalu fluorescenéni latky pouZit€hd v kroku (i).
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V dal$im vyhodném provedeni promyvaci roztok obsahuje alespoti jeden detergent, ktery je s
vyhodou vybran ze skupiny zahrnujici Tween 20, Tween 80, Triton X-100, saponiny, Nonidet
P-40, SDS, LiDS, sarkosyl, pii¢emz koncentrace detergentu v promyvacim roztoku je vyhodné
v rozmezi od 0,01 % (hmotnost/obj.) do 5 % (hmotnost/obj.) a v pfipadé pouziti SDS a/nebo
LiDS$ a/nebo sarkosylu jako detergentu je jejich koncentrace maximalné 0,05 % (hmotnost/obj.)
a zéroveti jsou pouzité koncentrace t&chto latek v promyvacim roztoku vyhodn€ nejméné 10x

niZ$i neZ jsou koncentrace pouZité ve vymyvacim roztoku.

V jiném vyhodném provedeni se pred inkubaci s DAPI nebo Hoechst a/nebo kdykoli pfed

inkubaci ve vymyvacim roztoku provede inkubace vzorku s RNazou, s vyhodou s RNazou A.

V dal$im vyhodném provedeni jsou vzorkem buiiky nebo tkané nebo ukotvend DNA, pfi¢emZ

v piipadg, Ze vzorkem jsou bufiky nebo tkané, je vzorek s vyhodou fixovan.

V jiném vyhodném provedeni se provadi inkubace vzorku s DAPI a/nebo Hoechst pfi teploté 0
€ az 45 °C po dobu deldi nez 2 minuty.

V dal$im vyhodném provedeni se provadi promyti vzorku promyvacim vodnym roztokem
vyhodné pii teplot€ 0 bd az 45 °C po dobu delsi nez 10 minut, pfi¢emz v prib&hu této doby se
promyvaci roztok alespoti 2x vyméni za novy, vyhodngji se tento krok provadi po dobu 15 az

60 minut a vymyvaci roztok se alesponi 3x vyméni za novy.

V daléim vyhodném provedeni se vymyti fluorescen¢ni latky z DNA provadi vyhodné pii
teploté 0 bel az 45 °C po dobu deli neZ 2 minuty.

V jiném vyhodném provedeni se v pfipadg, Ze vzorkem jsou butiky nebo tkané, kdykoliv pted
vymytim DAPI a/nebo Hoechst vymyvacim roztokem, vyhodnéji pred inkubaci s DAPI a/nebo
Hoechst provede inkubace vzorku ve vodném roztoku obsahujicim ionty jednomocné meédi,
pFidem? roztok jednomocné médi se vyhodn& piipravi smichdnim vodného roztoku siranu

méd’natého a vodného roztoku hydrochinonu.

V dalgim vyhodném provedeni se v ptipad?, Ze vzorkem jsou buiiky nebo tkan¢, mezi promytim

vzorku v promyvacim roztoku a vymytim DAPI a/nebo Hoechst z DNA nebo soucasné
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s vymytim DAPI a/nebo Hoechst z DNA ve vymyvacim roztoku vzorek inkubuije s proteinazou
K.

V dal$im vyhodném provedeni je korekce na pozadi u signélu poskytovaném DAPI a/nebo
Hoechst u bunék péstovanych v Petriho miskach, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12- nebo 24-
nebo 96-| jamkovych des’ucel‘éL nebo na sklech provedena zméfenim signélu z Petriho misek,
nebo kultlvacmch lahvigh, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-‘ Jamkovych desticek, nebo skel bez
bun¢k. V piipadé provedeni n€kolika opakovani, je vyhodn& stanoven primémy signal
v~amkaeh z Petriho misek, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96§jamkovych
desti¢ek, nebo skel bez bunék a dale je pracovano s primémymi hodnotami téc\ilto signalu.
Tento signél je nasledné odeéten od jednotlivych signali vzorkd s butikami. Pomé&mé hodnoty
téchto korigovanych DAPI a/nebo Hoechst signdld vypoétené pro jednotlivé vzorky pak
odraZeji pomémé hodnoty mnozstvi bun&k v jednotlivych vzorcich. V piipadg, Ze je nutné
provést piesné stanoveni bunék v jednotlivych vzorcich, je soufasné u né&kterych vzorki
stanoveno mnoZstvi bunék vyhodné pomoci mikroskopu a CCD kamery a nasledné je vypo&itan
prumémy signadl DAPI a/nebo Hoechst v jedné butice. Timto signilem jsou pak déleny
korigované signaly DAPI a/nebo Hoechst poskytované jednotlivymi vzorky a stanoveno
mnozZstvi bun€k v jednotlivych vzorcich. Alternativné jsou pouzity vzorky bunék obsahujici
znama mnozstvi buné€k, napf. seridlné¢ fedéné vzorky bunék, které jsou zpracovany podle
popsaného pfistupu, pak je vypocitana kalibraéni kfivka a nasledné je s jeji pomoci uréeno

mnozstvi bunék v jednotlivych vzorcich.

V dal$im vyhodném provedeni je stanoveno mnozZstvi do DNA inkorporovaného EdU a/nebo
BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU a/nebo proteinti a/nebo RNA v butikach a tkanich pomoci
detekénich pFistupl zaloZenych na specifické pfimé nebo nepfimé vazbé fluorescenénich sond
s vySe vyjmenovanymi latkami a zméfeny signal poskytovany fluorescenénimi sondami je
vztaZzen na signal odraZejici pocet bunék zméfeny pomoci popsaného pfistupu stanoveni
mnoZstvi bunék. V té€chto piipadech, se v pribéhu téchto detekénich piistupli nebo po jejich
skonceni provede inkubace s DAPI a/nebo Hoechst, promyti vzorku v promyvacim roztoku,
dale se provede vymyti DAPI a/nebo Hoechst pomoci vymyvaciho roztoku, zméfi se
fluorescen¢ni signal poskytovany fluorescenénimi sondami, které se v pribéhu detekce
navazaly na inkorporované EdU a/nebo BrdU a/nebo CidU a/nebo 1dU a/nebo proteiny a/nebo
RNA, a signal poskytovany DAPI a/nebo Hoechst. Dale se signal poskytovany navazanymi
fluorescen¢nimi sondami vydéli signalem poskytnutym DAPI a/nebo Hoechst. Vyhodné je
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fluorescenéni signal poskytovany DAPI a/nebo Hoechst sniZen o signal z kontrolnich vzorki
neobsahujicich buriky nebo tkang, pti¢emZ se vyhodné pred inkubaci ve vymyvacim roztoku
nebo v pribéhu inkubace provede inkubace s proteinazou K, & pfi¢emz pied inkubaci s DAPI

a/nebo Hoechst se vyhodné provede inkubace vzorku v roztoku jednomocné médi.

V dal$im vyhodném provedeni je v ptipadé stanoveni mnozstvi EQU inkorporovaného do DNA
a odvozené replika¢ni aktivity pomoci azidovanych fluorochromii reagujicich s EAU, kde
fluorochromem miiZe byt napf. FAM nebo FITC nebo Alexa Fluor 488 nebo kumarin 343 nebo
Cy3 nebo Cy3.5 nebo Cy5 nebo Cy5.5 nebo Cy7 nebo Cy7.5 nebo PEP nebo ROX nebo
TAMRA nebo Alexa Fluor 555 nebo Alexa Fluor 594 nebo Alexa Fluor 647 nebo Oregon
Green[signél poskytovany azidovanym fluorochromem reagujicim s EQU vydélen korigovanym
signalem poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypoétenym poctem bunék. V pfipadé
provedeni nékolika opakovani, je v nékterych provedenich stanoven primérny signal
poskytovany azidovanym fluorochromem reagujicim s EJU a primémy korigovany signal
poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo primémy pocet bun&k u téchto vzorki a teprve
nasledné je vydélen primérny signal poskytovany azidovanym fluorochromem reagujicim
s EQU primé€mym korigovanym signdlem poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo
prumé€mym poctem bun€k. Vypoétena hodnota pak je pouZita pro porovnani obsahu EdU a
vzajemné replikacni aktivity v riznych vzorcich. Tato metoda je vhodna pfedevsim v ptipadg,
kdy se pouzité¢ azidované fluorochromy reagujici s EQU nevazi silné na bun&né struktury
a/nebo na Petriho misky, nebo kultiva¢ni ldhve nebo 12-, nebo 24-, nebo 96;7/3 amkové desticky,

nebo skla a/nebo je lze lehce odstranit promytim.

V provedenich, kdy je nutné provést korekci na pozadi v pfipadé stanoveni mnozstvi EdU v
bunéfné DNA a odvozené replikacni aktivity, je moZné postupovat napf. témito dvéma
zpusoby:

a) nejprve je zméten signal poskytovany azidovanym fluorochromem u vzorki s burikami,
které byly kultivovany s EAU a souasné u vzorkii bunék, které nebyly kultivovany s EAU.
Nasledné je signal u vzorki kultivovanych bez EdU i vzorki kultivovanych s EJU vydé€len
hodnotou korigovaného signalu DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypoétenym podtem bunék.
V pfipadé provedeni, kdy je provedeno nékolik opakovani vzorkii bunék kultivovanych s nebo
bez EdU, je vyhodné€ nejprve vypocten primérny signal azidovaného fluorochromu reagujiciho
s EdU a rovné¢Z primémy korigovany signal poskytovany DAPI a/nebo Hoechst a/nebo

primérny pocet bunék z téchto opakovani a ten je pouzit pfi téchto i naslednych vypoétech.
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Zv1aste vyhodny je tento postup v pripadé bunék, které byly péstovany bez EdU. Nasledn? je
signal poskytovany azidovanym fluorochromem reagujicim s EdU vydélen korigovanym
signalem poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypoétenym poétem bungk. Vypodtené
hodnoty pro vzorky s buikami kultivovanymi bez EdU jsou odeéteny od hodnot vypoctenych
pro vzorky s butikami kultivovanymi s EdU. Vypogtené hodnoty jsou, pokud to je nutné a
nevyplynou piimo z pfedchoziho vypoctu, primérovéany pro jednotliva opakovani. Vypodtené
hodnoty jsou pouZity pro porovnani obsahu EdU a vzajemné replikaéni aktivity v riznych
vzorcich. Tato metoda je vhodné pfedevsim v pfipadé, kdy hlavni &4st pozadi je odvozena od
silné vazby azidovaného fluorochromu na bun&tné slozky a jen mala &4st pozadi je zptisobena
jeji vazbou na Petriho misky, nebo kultivaéni lahve, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-(jamkové
desti¢ky, nebo skla. 7

b) Ve druhém pfipadé€ je nejprve zméfen signal poskytovany azidovanym fluorochromem
u vzorki s burikami, které jsou kultivovéany s EdU’ a soucasn€ u vzorkli buné€k, které nejsou
kultivovany s EdU. Mimoto je zméfen signal ve vzorcich bez bun&k. Signél ve vzorcich bez
bunék je nasledné odecten od signalu poskytovanych azidovanym fluorochromem reagujicim
s EdU ve vzorcich s buitkami. V pfipad¢, Ze vzorky bez bun&k byly zpracovany v nékolika
opakovanich, je pro vypo¢ty vyhodné pouZit primér naméfenych hodnot signalii. Nasledné jsou
vypoctené hodnoty signdli u vzorkd kultivovanych bez EdU i vzorké kultivovanych s EdU
vydéleny hodnotou korigovaného signalu DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypodtenym poétem
bunék. V ptipadé provedent, kdy je provedeno n&kolik opakovéni vzorké bungk kultivovanych
s nebo bez EdU, je vyhodné nejprve vypolten primémy signal azidovaného fluorochromu
reagujiciho s EdU a rovnéz primémy korigovany signal poskytovany DAPI a/nebo Hoechst
a/nebo priimémy pocet bun¢k z t&chto opakovani a ten je pouZit pfi téchto i naslednych
vypoctech. Zvlast€ vyhodny je tento postup v ptipadé bunék, které jsou kultivovany bez EdU.
Nasledn€ je signal poskytovany azidovanym fluorochromem reagujicim s EdU vydélen
korigovanym signalem poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypoétenym poétem
bun€k. Vypottené hodnoty pro vzorky s buitkami kultivovanymi bez EdU jsou odeéteny od
hodnot vypottenych pro vzorky s butikami kultivovanymi s EdU. Vypoétené hodnoty jsou,
pokud to je nutné a nevyplyvaji ptimo z pfedchoziho vypo¢tu, primérovany pro jednotliva
opakovani. Vypo¢tené hodnoty jsou pouZity pro porovnani obsahu EdU a vzajemné replikaéni
aktivity v rliznych vzorcich. Tato metoda je vhodna pfedevsim v p¥ipadg, kdy vyznamna ¢ast
pozadi je odvozena od silné vazby azidovaného fluorochromu na Petriho misky, nebo kultiva&ni

lahve, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96%amkové desti¢ky, nebo skla.
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V jiném provedeni je stanoveno mnoZstvi proteinu v butikach pomoci primérni protilatky, ktera
reaguje s timto proteinem a sekundarni protilatky reagujici s primarni protilatkou, pfiemz
sekundarni protilatka je konjugovana s fluorochromem napf. FAM nebo FITC nebo Alexa
Fluor 488 nebo Cy3 nebo Cy3.5 nebo Cy5 nebo Cy5.5 nebo Cy7 nebo Cy7.5 nebo TAMRA
nebo Texas Red nebo Alexa Fluor 555 nebo Alexa Fluor 594 nebo Alexa Fluor 647 nebo
DyLight 488 nebo DyLight 649, vydélenim signalu poskytovanég) protilatkou konjugovanou s
fluorochromem korigovanym signalem poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo
vypoftenym poc¢tem bunék. V pfipadé¢ provedeni nékolika opakovani, je v nékterych
provedenich stanoven primémy signdl poskytovany protildtkou konjugovanou s
fluorochromem a primérmy korigovany signal poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo
primémy pocet bun€k u téchto vzorkt a teprve nasledné je vydélen primérny signal
poskytovany protilatkou konjugovanou s fluorochromem primérnym korigovanym signalem
poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo primémym podtem bunék. Vypoétena hodnota je
pak pouZita pro porovnani vzajemné replika¢ni aktivity v riznych vzorcich. Tato metoda je
vhodna ptedevSim v pfipadé, kdy se pouZité protilatky a/nebo protilatky konjugované
s fluorochromem nevaz{ silné na bun&éné struktury a/nebo na Petriho misky, nebo kultivaéni
ldhve, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-:jamkové desticky, nebo skla a/nebo je lze lehce odstranit

promytim.

V provedenich, kdy je stanoveno mnoZstvi proteinu v buiikdch pomoci primarni protilatky,
ktera reaguje s timto proteinem a sekundarni protilatky reagujici s primarni protilatkou, pti¢emz
sekundéarni protilatka je konjugovana s fluorochromem a je nutné provést korekci na pozadi, je
moZné postupovat napf. t€mito dvéma zplsoby:

a) Nejprve je zméfen signél poskytovany sekundarni protilatkou konjugovanou s
fluorochromem u vzorkd s butikami, které byly inkubovany jak s primarni, tak sekundarni
protilétkm} a u vzorkll s buiikami, kde byla inkubace s primarni protilatkou vynechana.
Nasledné je signal u vzorki s butikami inkubovanymi jak s primdrni, tak sekundarni protila’ttkou/
a u vzorki s butikami, kde byla inkubace s primarni protilatkou vynechana, vydélen hodnotou
korigovaného signalu DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypodtenym poétem bunék. V piipadé
provedeni, kdy bylo provedeno nékolik opakovani vzorkd s buiikami inkubovanych nebo
neinkubovanych s primarni protilatkou, je vyhodné nejprve vypoéten primémy signal
poskytovany sekundarni protilatkou konjugovanou s fluorochromem a rovnéZ primérny
korigovany signél poskytovany DAPI a/nebo Hoechst a/nebo priim&rny poéet bun&k z t&chto
opakovani a ten je pouZit pfi t€chto i naslednych vypoétech. Zvlasté vyhodny je tento postup
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v ptipadé bunék, které nebyly inkubovany s primarni protilatkou. Nasledné je signal
poskytovany sekundérni protilatkou konjugovanou s fluorochromem vydélen korigovanym
signalem poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypottenym poctem bunék. Vypoctené
hodnoty pro vzorky s butikami, které nebyly inkubovany s primarni protilatkou, jsou odecteny
od hodnot vypoétenych pro vzorky s butikami inkubovanymi s primarni protilatkou. Vypoctené
hodnoty jsou, pokud to je nutné a nevyplyva to ptimo z pfedchoziho vypoctu, prumérovany pro
jednotliva opakovani. Vypoétené hodnoty jsou pouZity pro porovnani vzajemného obsahu
detekovaného proteinu v riiznych vzorcich. Tato metoda je vhodna predevsim v piipadé, kdy
hlavni &ast pozadi je odvozena od silné vazby protilatek na bunéené slozky a jen mala cast
pozadi je zpiisobena vazbou na Petriho misky, nebo kultivaéni 1ahve, nebo 12-, nebo 24-, nebo
96—Bamkové desti¢ky, nebo skla.

b) v Ve druhém pfipadé je nejprve zméfen signal poskytovany sekundarni protilatkou
konjugovanou s fluorochromem u vzorkii s butikami, které nebyly inkubovany s primarni
protilétkou’a soucasné u vzorki s butikami, které byly inkubovany s primérni protilatkou. Dale
je zmé&fen signal ve vzorcich bez bun&k. Signal ve vzorcich bez bunék je nasledné odecten od
signalu poskytovaného sekundarni protilatkou konjugovanou s fluorochromem ve vzorcich
s butikami. V ptipadg, Ze vzorky bez bunék byly zpracovany v nékolika opakovanich, je pro
vypodty vyhodné pouzit primér naméfenych hodnot signald. Nasledné jsou vypoctené hodnoty
signali u vzorkd s bufikami neinkubovanymi s primarni protilatku i vzorkid s bufikami
inkubovanymi s primarni protilatkou vyd€leny hodnotou korigovaného signédlu DAPI a/nebo
Hoechst a/nebo vypoétenym poétem bungk. V ptipadé provedeni, kdy je provedeno nékolik
opakovani vzorkd s buitkami inkubovanymi a neinkubovanymi s primarni protilatkou, je
vyhodné nejprve vypodten pramémy signal poskytovany sekundérni protilatkou konjugovanou
s fluorochromem a rovnéz pramé&my korigovany signal poskytovany DAPI a/nebo Hoechst
a/nebo primérny podet bunék z téchto opakovani a ten je pouZit pfi téchto i naslednych
vypodtech. Zvlasté vyhodny je tento postup v pfipadd vzork( s builkami, které nebyly
inkubovany s primarni protildtkou. Nasledné je signal poskytovany sekundarni protilatkou
konjugovanou s fluorochromem vyd€len korigovanym signalem poskytovanym DAPI a/nebo
Hoechst a/nebo vypodtenym poétem bungk. Vypottené hodnoty pro vzorky s buitkami bez
priméarni protilatky jsou odeéteny od hodnot vypodtenych pro vzorky s buiikami inkubovanymi
s primarni protilatkou. Vypodtené hodnoty jsou, pokud to je nutné a nevyplyvaji pfimo
z ptedchoziho vypottu, primérovany pro jednotliva opakovani. Vypottené hodnoty jsou

pouzity pro porovnani obsahu proteini v riiznych vzorcich. Tato metoda je vhodna pfedevSim
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v piipadé€, kdy vyznamna ¢ast pozadi je odvozena od silné vazby na Petriho misky, nebo

4
kultiva¢ni lahve, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-% jamkové desticky, nebo skla.

V jiném provedeni se stanovi mnoZstvi inkorporovaného EdU a/nebo BrdU a/nebo 1dU a/nebo
CldU a nasledné¢ odvozené replikaéni aktivity v buiikach a tkanich pomoci fluorescenénich latek
Hoechst 33258 a/nebo Hoechst 33342 a/nebo Hoechst 34580 a zméfeny signal poskytovany
fluorescenénimi latkami je vztazen na signal odraZejici pocet bunék zméfeny pomoci
popsaného pfistupu stanoveni mnoZstvi bunék. V téchto piipadech se v priibéhu stanoveni
mnozZstvi inkorporovaného EdU a/nebo BrdU a/nebo IdU a/nebo CldU a nésledné odvozené
replikacni aktivity v burikach a tkanich vzorek bunék nebo tkani s inkorporovanym EdU a/nebo
BrdU a/nebo IdU a/nebo CIdU inkubuje s Hoechst, nasledné se vzorky promyji promyvacim
roztokem, dale se provede inkubace s proteinazou K, po inkubaci s proteindzou K je zméfen
fluorescenéni signal poskytnuty Hoechst, nasledné se provede inkubace ve vymyvacim roztoku
a znovu se zméfi signal poskytnuty Hoechst, dadle se stanovi mnozstvi do DNA
inkorporovaného EdU a/nebo BrdU a/nebo IdU a/mebo CldU tak, Ze se prvni zméfeny
fluorescenéni signal sniZi o signal zméfeny v kontrolnich vzorcich bez bunék nebo tkani a pak
se vydé€li druhym zméfenym signalem sniZzenym o signal zméfeny v kontrolnich vzorcich bez

bunék nebo tkani.

Korekce na pozadi je u stanoveni replika¢ni aktivity pomoci EdU a/nebo BrdU a/nebo I1dU
a/nebo CIdU v nékterych provedenich vyhodné provedena po zméfeni signalu pochézejiciho
z Petriho misek, nebo kultivaénich lahvieh, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-Eamk0V)'Ich desticek,
nebo skel bez bun€k. V pfipadé provedeni nékolika opakovani, je vyhodlé stanoven primérny
signal pochazejicish z Petriho misek, nebo kultivaénich lahvi, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96—\[
jamkovych destiek, nebo skel bez bun&k a je pracovéno s primérnymi hodnotami téchto
signald. Tento signdl je nasledné odecten od jednotlivych signélﬁ vzorki s buﬁkami,a tak jsou
ziskany korigované hodnoty. Pomérné korigované hodnoty z méfeni po ptlisobeni p}oteinézy
K jsou nepiimo imé&mé obsahu EAU a/nebo BrdU a/nebo IdU a/nebo CIdU a replikaéni aktivité
a pfimo Umérné pottu bunék. Pomérné korigované hodnoty Hoechst signali po pfidani
vymyvaciho roztoku jsou pfimo imémé mnoZstvi bun€k v jednotlivych vzorcich. V pfipadé,
Z7e je nutné provést piesné stanoveni bunék v jednotlivych vzorcich, je soucasné u n€kterych
vzorkli stanoveno mnoZstvi bun&k napfiklad pomoci mikroskopu a CCD kamery a nasledné
vypoditan primémy Hoechst signal v jedné bufice. Timto signalem jsou pak déleny korigované

Hoechst signaly po pfidani roztoku vymyvaci latky poskytované jednotlivymi vzorky a
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stanoveno mnoZstvi buné€k v jednotlivych vzorcich. Alternativné jsou pouzity vzorky bunék
obsahujici zndma mnoZstvi bun¢k, napf. serialng fedéné vzorky bunék, které jsou zpracovany
podle zde popsaného protokolu, nasledn& je vypoéitana kalibra¢ni kiivka a pak je urdeno
mnoZzstvi bunék v jednotlivych vzorcich. Pokud jsou vzorky zhotoveny v nékolika
opakovanich, jsou vyhodné vypocteny priméry z t€chto opakovani a pouZity v dalsim vypoétu.
Dale je vydélen korigovany signal naméfeny po inkubaci vzorki s proteinazou K korigovanym
signalem naméfenym po inkubaci vzorkii ve vymyvacim roztoku nebo vypodétenym podétem
bunék. Ziskané hodnoty pak jsou nepfimo tmémé obsahu EdU a/nebo 1dU a/nebo CldU a/nebo

BrdU a rovnéZ nepiimo umérné replika¢ni aktivité.

Pfedmétem vynélezu je rovnéZ sada pro stanoveni mnozstvi DNA ve vzorku obsahujicim
buriky, kterd obsahuje alespori jednu fluorescenéni latku vybranou ze skupiny sestavajici z
DAPI, Hoechst 33258, Hoechst 33342 a Hoechst 34580; alespoii jeden detergent, s vyhodou
vybrany ze skupiny zahrnujici Triton X-100, saponiny, Nonidet P-40, Tween 80 a Tween 20
nebo jejich vodné roztoky; a alespoil jeden vymyvaci roztok nebo latku pro piipravu
vymyvaciho roztoku, pfi¢emZ vymyvaci roztok je vybrany ze skupiny obsahujici vodny roztok
SDS, LiDS a/nebo sarkosyl nebo jejich kombinaci’ & pticemzZ latkou pro ptipravu vymyvaciho
roztoku je SDS, LiDS a/nebo sarkosyl. Déle tato sada vyhodné obsahuje latku pro fixaci vzorku,
s vyhodou etanol nebo metanolem stabilizovany roztok formaldehydu; a/nebo proteinazu, s
vyhodou proteindzu K; a/nebo RNéazu, s vyhodou RNazu A; a/nebo siran méd’naty a
hydrochinon.

Pfedmétem vynélezu je rovnéz sada pro stanoveni EdU a/nebo BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU
inkorporovanych do DNA a/nebo pro stanoveni odvozené replikani aktivity ve vzorku
obsahujicim buriky, ktera obsahuje alesponi jednu fluorescenéni latku vybranou ze skupiny
sestavajici z Hoechst 33258, Hoechst 33342 a Hoechst 34580; alespori jednu latku vybranou ze
skupiny sestavajici z EQU, BrdU, CIdU a 1dU; alespori jeden detergent, s vyhodou vybrany ze
skupiny zahrnujici Triton X-100, saponiny, Nonidet P-40, Tween 80 a Tween 20 nebo jejich
vodné roztoky; a alespoii jeden vymyvaci roztok nebo latku pro pfipravu vymyvaciho roztoku,
pii¢emZ vymyvaci roztok je vybrany ze skupiny obsahujici vodny roztok SDS, LiDS, sarkosyl
nebo jejich kombinaci i # pfiCemz latkou pro piipravu vymyvaciho roztoku je SDS, LiDS,
sarkosyl; proteinazu, s vyhodou proteindzu K; dale vyhodné€ obsahuje latku pro fixaci vzorku,
s vyhodou etanol nebo metanolem stabilizovany roztok formaldehydu; a dale s vyhodou

obsahuje siran méd’'naty a hydrochinon.
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Predmétem vynalezu je rovnéZ pouziti zpiisobu stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorku pro
stanoveni mnoZstvi bunék a/nebo mnozZstvi EdU a/nebo BrdU a/nebo IdU a/nebo CldU
inkorporovanych do DNA a/nebo pro stanoveni odvozené replikagni aktivity a/nebo pro
stanoveni mnoZstvi RNA a/nebo pro stanoveni mnoZstvi protein.

Objasnén G
vykreseet’

Obr§ze 1 Vzorce DAPI, Hoechst 33258, Hoechst 33342 a Hoechst 34580.

Obriizeld 2 Vzorce Tween 20 a Tween 80,

Obrfzel 3 Vzorce Triton X-100 a Nonidet P-40

Obrkzelt 4 Analyza signdlu DAPI, Hoechst 33342 a Hoechst 33258 v riiznych koncentracich
SDS. Signal je normalizovan pro hodnotu signélu pfi pouziti 10 % (hmotnost/obj.) SDS = 100
%.

Obrdzel 5 Analyza signalu DAPI, Hoechst 33342 a Hoechst 33258 v riiznych koncentracich
sarkosylu. Signdl je normalizovan pro hodnotu signdlu pfi pouZiti 10 % (hmotnost/obj.)
sarkosylu = 100 %.

Obr}zeld 6 Pomér signalu DAPI, Hoechst 33342 a Hoechst 33258 v riiznych koncentracich SDS
a sarkosylu.

Obrgzek 7 Pomér signalu DAPI a Hoechst 33342 v buiikach inkubovanych v médiu s EJU nebo
bez EdU po reakei s azidovanymi fluorochromy. Po ptiddni vymyvacich latek se tento pomér
ve vSech pfipadech bliZil signifikantné k hodnoté 1.

Obrfzek 8 Zjednodusené schéma postupu stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorcich. DAPI a/nebo
Hoechst jsou oznafeny jako barvici latky. Kroky mohou, ale nemuseji, nasledovat tésn€ za
sebou.

Obrjzel 9 ZjednoduSené schéma postupu pro stanoveni mnoZstvi bunék v nefixovanych
vzorcich inkubovanych v roztoku jednomocné médi. Do postupu mohou byt viazeny dalsi
kroky, vyhodné napf. permeabilizace pomoci detergentii nebo inkubace s proteindzou K. DAPI
a/nebo Hoechst jsou ozna&eny jako barvici latky. Kroky mohou, ale nemuseji/ nasledovat t€sné
za sebou. V kroku ozna¢eném jako promyti, je vyhodné pouzit vodné, vyhodné pufrované
roztoky, napf. fosfatem pufrovany roztok nebo 1x PBS.

Obrhzelf 10 ZjednoduSené schéma postupu pro stanoveni mnozstvi bunék ve fixovanych
vzorcich. Do postupu je mozné viadit dal§i kroky, vyhodn& napf. permeabilizaci pomoci

detergentil inkubaci s proteindzou K nebo inkubaci v roztoku jednomocné médi. DAPI a/nebo
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Hoechst jsou oznaceny jako barvici latky. Kroky mohou, ale nemuseji, nasledovat t€sné za
sebou. V kroku oznateném jako promyti, je vyhodné pouzit vodné, vyhodné pufrované roztoky,
napf. fosfatem pufrovany roztok nebo 1x PBS.

Obrhzek 11 ZjednoduSené schéma postupu pro stanoveni mnoZstvi bundk ve fixovanych
vzorcich inkubovanych v roztoku jednomocné médi. Do postupu je mozné viadit dalsi kroky,
napf. permeabilizaci pomoci detergentii nebo inkubaci s proteinazou K. DAPI a/nebo Hoechst
jsou oznadeny jako barvici latky. Kroky mohou, ale nemuseji nasledovat tésné za sebou.
V kroku oznageném jako promyti, je vyhodné pouZit vodné, vyhodné pufrované roztoky, napf.
fosfatem pufrovany roztok nebo 1x PBS.

Obrgaeld| 12 ZjednoduSené schéma postupu pro stanoveni mnoZstvi bungk spolecné se
stanovenim EdU ve vzorcich. Do protokolu je mozné viadit dalii kroky, napt. permeabilizaci
pomoci detergentil. DAPI a/nebo Hoechst jsou oznadeny jako barvici latky. Kroky mohou, ale
nemuseji, nasledovat tésné za sebou. V kroku oznaeném jako promyti, je vyhodné pouzit

vodné, vyhodné pufrované roztoky, napt. fosfatem pufrovany roztok nebo 1x PBS.

Seznam pouZitych zkratek

HeLa bunécna linie lidskych epitelidlnich bun&k
HeLa S3 bun&¢na linie lidskych epitelidlnich bunék rostouci v suspenzi
DMEM Dulbeccova modifikace Eaglova média
S-MEM modifikace Eaglova minimélniho média pro suspenzni buiiky
PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
EdU 5-etynyl-2'-deoxyuridin
BrdU 5-bromo-2'-deoxyuridin
IdU 5-jodo-2'-deoxyuridin
CldU 5-chloro-2'-deoxyuridin
uskubalnani™ vy naleay
Priklady g —_—
Piiklad 1

Stanoveni mnoZstvi DNA v mikrotitraénich desti¢kach.



24

Nasledujici postup popisuje stanoveni mnozstvi DNA vézané na povrchu jamek mikrotitraénich
desti¢ek. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pi teploté mistnosti, pficemz
kroky nasledovaly po sobé bez dalsich prodlev. Pro stanoveni pozadi byl cely piistup soudasné

proveden v jamkéch mikrotitraénich desti¢ek bez navézané DNA.

A)  Zjamek mikrotitratnich destitek s navazanou DNA nebo bez navézané DNA byl
odstran&n pufr a byl nahrazen roztokem DAPI nebo Hoechst 33342 nebo Hoechst 33258 nebo
Hoechst 34580 nebo roztokem obsahujicim jejich kombinace (alternativné byly pouzity
koncentrace fluorescenénich latek 0,1; 0,5: 1; 5 nebo 10 pmol.I"") v 1x PBS nebo vodé nebo ve
25 mmol.I"! Tris-HCI, pH 7 /4 a 150 mmol.I"" NaCl nebo etanolu nebo metanolu nebo DMSO
nebo alternativné v SOM nebo 707% roztoku (obj./obj.) etanolu nebo metanolu ve vodé (pfidany
byly pfiblizng 0,2 +0 4 ml roztotlzu na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity
jamky). Vzorky byly alternativné inkubovany 5, 10 nebo 30 minut.

B) Roztok fluorescenéni latky byl odstranén a nahrazen promyvacim roztokem: 1x PBS
(sloZeni viz &ast Pouzité roztoky a chemikélie) bez nebo s pfidavkem altergativné 0,1 %; 0,2
% 0,4 %; 1 % nebo 10 % Tween 20 (obj./obj., pFidany byly ptiblizné 0,2 §0,4 ml roztoku na
1 em? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity jamky). Vzorky byly inkubovany 10
minut. Tento krok byl jesté tfikrat opakovan. Namisto 1x PBS byl v nékterych provedenich
pouZit roztok 25 mmol.I" Tris-HCI, pH 7,42 150 mmol.I"! NaCl bez nebo s ptidavkem Tween
20 nebo roztok vody bez nebo s ptidavkem Tween 20 (pouZité koncentrace byly stejné jako pfi
pouZiti 1x PBS). V daldich provedenich byl namisto Tween 20 pouZit Triton X-100
(alternativn& v koncentraci 0,1 Mfnebo 0,2 % (obj./obj.)) nebo SDS nebo LiDS nebo sarkosyl,
vSechny alternativng v koncentracich 0,01 %; 0,02 %; 0,03 %; 0,04 % nebo 0,05 %
(hmotnost/obj.).

C) Promyvaci roztok by odstranén a nahrazen alternativng 0 1[ %; 0,2 %, ll%, ‘%, 5‘%,
10{% nebo 20(% roztokem vymyvac1ch latek (SDS nebo LiDS nebo sarkosyl (hmotnost/ob_] ),
byly ptidany p¥iblizné 0,2 + 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od
kapacity jamky) a vzorky byly inkubovany na laboratorni tfepaCce pfi 300 rpm po dobu

alternativné 10, 30 nebo 60 minut.

D)  Megéfeni prob&hlo pfimo v mikrotitraéni destice nebo bylo 20 az 200 ul roztoku

odebrano a pfeneseno do jamky Serné mikrotitraéni desticky. Signal byl zmé&fen pomoci &tedky
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desti¢ek, vyhodné pii excitatni vinové délce 354 ¢ 362 nm u DAPI, pfi excita¢ni vinové délce
346 +354 nm u Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a pii exc1tacn1 vinové délce 388 ¢ 396{11';{;)echst
34580 a rovnéz vyhodné pfi emisni vlnové delce 451 ¢ 471 nm pro DAPI, Hoechst 33342 a
Hoechst 33258 a emisni vinové délce 430 - t 450 nm u Hoechst 34580. Korekce na pozadi u
signalu poskytovaném DAPI a/nebo Hoechst byla provedena po zmé&feni signalu pochézejiciho
z jamek mikrotitracnich desti¢ek bez navézané DNA. V piipadé provedeni nékolika opakovani,
byl vyhodné stanoven primémy signil vjamkach bez navazané DNA a bylo pracovano
s primémymi hodnotami téchto signald. Tento signal byl nasledn& odeten od jednotlivych
signdlt z jamek snavdzanou DNA. Pomémé hodnoty téchto korigovanych DAPI a/nebo
Hoechst signélt z jednotlivych jamek pak odraZely pomémé hodnoty mnozstvi DNA v téchto

jamkach.

Priklad 2

Stanoveni mnozstvi DNA navazané na povrchu magnetickych &astic.

Nasledujici postup popisuje stanoveni mnoZstvi DNA navidzané na povrchu magnetickych
Castic. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pii teplots mistnosti, pfiCemZ
kroky nasledovaly po sob¢ bez dalsich prodlev. Pro stanoveni pozadi byl cely pfistup soucasné

proveden s magnetickyma ¢asticemi bez navazané DNA.

A) Magnetické Castice s navazanou DNA nebo bez navazané DNA ve zkumavkich o
objemu 1,5 ml byly pfeneseny na magneticky separator a byly zde ponechany 2 minuty, aby
doslo k separaci magnetickych &astic s navazanou DNA nebo bez navézané DNA (dale jen
magnetické ¢astice) z pufru. Pufr byl pomoci pipety odstranén, zkumavky byly pfeneseny na
b&Zny, nemagneticky stojan a k magnetickym &ésticim bylo pfidano 0,5 ml roztoku DAPI nebo
Hoechst 33342 nebo Hoechst 33258 nebo Hoechst 34580 (alternativng byly pouzity
koncentrace 0,1; 0,5; 1; 5 nebo 10 umol.I'!) v 1x PBS nebo ve vodé nebo ve 25 mmol.I"! Tris-

-HCIl, pH 7,4{a 150 mmol.l"! NaCl nebo etanolu nebo metanolu nebo DMSO nebo alternativné
\% SOEM nebo 70;‘% roztoku (obj./obj.) etanolu nebo metanolu ve vodé a vzorky byly alternativné
inkubovény 5, 10 nebo 30 minut na tfepadce pti 300 rpm.

B) Zkumavky s magnetickymi ¢asticemi byly po inkubaci pfeneseny na magneticky

separator a byly zde ponechany 2 minuty, aby doslo k separaci magnetickych &stic z roztoku.
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Roztok fluorescenénich létek byl pomoci pipety odstranén, zkumavky byly preneseny na bézny,
nemagneticky stojan a k magnetickym &asticim byl pfidan 1 ml promyvaciho roztoku: 1x PBS
bez nebo s pfidavkem alternativng 0,1 %; 0,2 %; 0,4 %; 1 % nebo 10 % Tween 20 (obj./obj.) a
vzorky byly inkubovany 10 minut. Tento krok byl jeste tfikrat opakovan. Namisto 1x PBS byl
v nekterych provedenich pouZit roztok vody bez nebo s piidavkem Tween 20 nebo roztok 25
mmol.I"" Tris-HCl, pH 7,4,a 150 mmol.I"" NaCl bez nebo s pfidavkem Tween 20 (pouZité
koncentrace byly stejné jako pii pouziti 1x PBS). V dalsich provedenich byl namisto Tween 20
pouzit Triton X-100 (0,1 ¥ nebo 0,2 %, (obj./obj.)) nebo SDS nebo LiDS nebo sarkosyl,
vSechny alternativné v koncentracich 0,01 %; 0,02 %; 0,03 %; 0,04 % nebo 0,05 %
(hmotnost/obj.).

O) Zkumavky s magnetickymi Casticemi byly po inkubaci pfeneseny na magneticky
separator a byly Zde ponechéany 2 minuty, aby doslo k separaci magnetickych &astic z roztoku.
Promyvaci roztok by odstranén, zkumavky byly pfeneseny na béiny, nemagneticky stojan a
k magnetickym &asticim bylo p¥idano 0,3 ml alternativné 0 1\%, 0 2(%, %, l% 5 ]%, 10|%
nebo 20\% roztoku vymyvacich latek (SDS nebo LiDS nebo sarkosyl (hmotnost/obj )a vzorky
byly 1nkubovany na laboratorni tfepacce pti 300 rpm po dobu alternativng 10, 30 nebo 60 minut.

D) Zkumavky s magnetickymi ¢asticemi byly po inkubaci pfeneseny na magneticky
separator a byly zde ponechiny 2 minuty, aby doslo k separaci magnetickych &astic
z vymyvaciho roztoku. Bylo odebrano 200 pl vymyvaciho roztoku a pfeneseno do jamek cerné
96- { Jamkové mikrotitrani destlcky Signal byl zméfen pomoci ¢tecky destlcek vyhodné pii
excrcacm vlnové délce 354 - 362 nm u DAPI, pii excita¢ni vlnove délce 346 + 354 nm u Hoechst
33342 a Hoechst 33258 a pfi excitatni vinové délce 388 » 396 ,u’ﬁoechst 34580 a rovnéz
vyhodné pfi emisni vinové délce 451 Z471 nm pro DAPI, Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a
emisni vlnové délce 430 { 450 nm u Hoechst 34580. Korekce na pozadi byla provedena

zméfenim signalu ze vzorki bez navazané DNA tak jako v piikladu 1 bod D.

Priklad 3

Stanoveni mnozstvi bunék ve tkanich.

Nasledujici postup popisuje stanoveni mnoZstvi bungk ve tkanich. Neni-li uvedeno jinak,
veskeré kroky byly provadény pfi teplotd mistnosti, pficemZ kroky nasledovaly po sob& bez

2
dalSich prodlev. Pro stanoveni pozadi byl cely pfistup sou¢asné proveden wzkumavce bez tkan.
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A) Vzorky tkané byly pfeneseny do zkumavky o objemu 2 ml a byly fixovany 30 minut v
roztoku etanolu (bylo ptidéno 1,5 ml roztoku etanolu), alternativné byl pouzit 70@4 nebo 100\
% (obj./obj.) roztok etanolu. Alternativné byla fixace provedena na -20 °C po dobu 30 mmut
nebo 24 hodin nebo n&kolika tydni. V n&kterych provedenich fixaéni roztok obsahoval DAPI
nebo Hoechst 33342 nebo Hoechst 33258 nebo Hoechst 34580 (alternativné byly pouzity
koncentrace 0,1; 0,5; 1; 5 nebo 10 pmol.I’! ). V provedenich, kdy roztok obsahoval DAPI nebo

Hoechst 33342 nebo Hoechst 33258 nebo Hoechst 34580, nasledoval krok D.

B) Fixaéni roztok byl pomoci pipety odstranén a byl nahrazen 1,5 ml roztoku 1x PBS.
Roztok 1x PBS byl odstranén a nahrazen 1,5 ml nového roztoku 1x PBS. Tento krok byl jesté

jednou opakovan.

)] 1x PBS bylo odstranéno a bylo pfidano 0,5 ml roztoku DAPI nebo Hoechst 33342 nebo
Hoechst 33258 nebo Hoechst 34580 (alternativné byly pouzity koncentrace 0,1; 0,5; 1; 5 nebo
10 pmol.I") v 1x PBS nebo ve vodé nebo ve 25 mmol.I"! Tris-HCI, pH 7, 4,2 150 mmol.I 'NaCl
nebo etanolu nebo metanolu nebo DMSO nebo alternativng v 50]?4 nebo 7QL% roztoku

(obj./obj.) etanolu nebo metanolu ve vodé. Vzorky byly alternativng inkubovany 5, 10 nebo 30

minut na tfepacce pfi 300 rpm.

D) Roztok fluorescenéni latky byl odstranén a nahrazen promyvacim roztokem: 1x PBS
bez nebo s pfidavkem alternativné 0,1 %; 0,2 %; 0,4 %: 1 % nebo 10 % Tween 20 a vzorky
byly inkubovéany 10 minut. Promyvaci roztok byl odstranén a nahrazen novym a vzorky v ném
byly inkubovény 10 minut. Tento krok byl jesté dvakrat opakovan. Namisto 1x PBS byl
v nékterych provedenich pouzit roztok vody bez nebo s ptidavkem Tween 20 nebo roztok 25
mmol.I" Tris-HCI, pH 7,4( a 150 mmol.I"" NaCl bez nebo s ptidavkem Tween 20 (pouzité
koncentrace byly stejné jako pti pouZiti 1x PBS). V dalsich provedenich byl namisto detergentu
Tween 20 pouzit Triton X-100 (alternativné v koncentracich 0,1 H nebo 0,2 %, (obj./obj.))
nebo SDS nebo LiDS nebo sarkosyl alternativné v koncentracich 0,01 %; 0,02 %, 0,03 %; 0,04
% nebo 0,05 % (hmotnost/obj.).

E) Promyvam roztok byl odstranén a byl nahrazen 0,3 ml alternativné 0, 1{ %, 0 2 %, i%,
2{%, 5‘%, 10‘% nebo 20 l% roztok:y vymyvacich latek (SDS nebo L1DS nebo sarkosyl
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(hmotnost/obj.) a vzorky byly inkubovény na laboratorni tfepatce pti 300 rpm po dobu

alternativné 10, 30 nebo 60 minut.

F) Ze zkumavky bylo odebrano 200 pl roztoku a pteneseno do jamek &erné 96—/}amkové A
desti¢ky. Signél byl zmé&fen pomoci &tesky destic':ek vyhodné pfi excitaéni vinové délce 354 +‘“3l:!
362 nm u DAPI, pfi excitaéni vlnove delce 346 ¢ 354 nm u Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a
pri exc1tacn1 vinové délce 388+ 396 oechst 34580 arovnéZ vyhodné pii emisni Vlnov; délce
451 ¢ 471 nm pro DAPI, Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a emisni vlnové délce 430 ¢ 450 nm
u Hoechst 34580. Korekce na pozadi u signalu poskytovaném DAPI a/nebo Hoechst byla
provedena po zméfeni signalu pochazejiciho ze zkumavky bez vzorku tkang. Tento signal byl
nasledné odecten od jednotlivych naméfenych signalii vzorkd s tkanémi. Pomérné hodnoty

téchto korigovanych DAPI a/nebo Hoechst signalii pak odraZely pomémé hodnoty mnozstvi

bunék v jednotlivych vzorcich.

Priklad 4

Stanoveni mnoZstvi pfisedlych bunék po etanolové fixaci.

Nasledujici postup popisuje stanoveni mnoZstvi pfisedlych bun&k po etanolové fixaci.
Kultivace bun€k byla provedena v Petriho miskéch, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-, nebo
24-, nebo 96-Tjamkovych destickach, nebo na kruhovych sklech o priméru 12 mm. Neni-li
uvedeno jinak\,/veékeré kroky byly provadény pi teploté mistnosti, pfi¢emz kroky nasledovaly
po sobe bez dalsich prodlev. Pro stanoveni pozadi byl cely ptistup sou¢asné proveden v Petriho
miskdch, nebo kultiva¢nich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-1 Jamkovych desti¢kéach, nebo
na sklech bez bun&k. V pfipadé skel byla skla po inkubaci v medlu umisténa do nadoby

s celkovym objemem 2 ml.

A) Lidské HeLa buriky (dale jen vzorky) byly pé&stovany v riistovém médiu DMEM s L-
-glutaminem (Gibco) s 10_’{ % (obj./obj.) fetdlnim telecim sérem (PAA Laboratories), 1( %
- 4
(obj./obj.) gentamicinem a 0,85 g/l NaHCO3 v atmosféte s 5 % (obj./obj.) CO, pii 37 °C.

B) ¥ Rustové médium bylo odstranéno a nahrazeno pufrem (1x PBS, pfidany byly ptiblizné
0,2 ; O 4 ml pufru na 1 cm? plochy, mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Tento krok byl

jesté jednou opakovan.
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©) Pufr byl odstranén a vzorky byly 30 minut ﬁxovany alternativné 70% nebo 100{ %
(obj./obj.) roztokem etanolu (ptidany byly pfiblizng 0,2 + O /4 ml fixaéniho roztoku na 1 cm?
plochy, mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Alternativné byla fixace provedena na -20
°C po dobu 30 minut nebo 24 hodin nebo n&kolika tydnd. V n&kterych provedenich fixaéni
roztok obsahoval DAPI nebo Hoechst 33342 nebo Hoechst 33258 nebo Hoechst 34580 nebo
roztokem obsahujicim jejich kombinace (alternativné byly pouzity koncentrace 0,1; 0,5; 1; S
nebo 10 pmol.I" ). V provedenich, kdy roztok obsahoval DAPI nebo Hoechst 33342 nebo
Hoechst 33258 nebo Hoechst 34580, nasledoval krok H.

J
D) Fixaéni roztok byl odstranén a nahrazen 1x PBS (ptidany byly pfiblizné 0,2 g3JJ0,4 ml
pufru na 1 cm? plochy, mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Tento krok byl jesté dvakrat

opakovan.

E) Pufr byl odstranén a nahrazen roztokem Jednomocné meédi (sloZeni viz ¢ast Pouzité
roztoky a chemikalie, pfidany byly pfiblizné 0,2 $L0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, mnoZstvi se

odvijelo od kapacity nddoby) a vzorky byly inkubovany 20 minut.

F) Roztok jednomocné médi byl odstranén a nahrazen 1x PBS (ptidany byly piiblizné 0,2 .

+ 0,4 ml pufru na 1 cm? plochy, mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Tento krok byl jesté
dvakrat opakovan.

G) Pufr byl odstranén a nahrazen roztokem DAPI nebo Hoechst 33342 nebo Hoechst 33258
nebo Hoechst 34580 nebo roztokem obsahujicim jejich kombinace (alternativng byly pouzity
koncentrace 0,1; 0,5; 1; 5 nebo 10 pmol.I"') v 1x PBS nebo vod& nebo 25 mmol.I"! Tris-HCl a
150 mmol.I"! NaCl, pH 7 ,4nebo etanolu nebo metanolu nebo DMSO nebo alternativng v 50&%{
nebo 70{% roztoku (obj./obj.) etanolu nebo metanolu ve vode (ptidany byly piiblizng 0,2 ¥ 0,4
ml pufru na 1 cm? plochy, mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Vzorky byly alternativné

inkubovany 5, 10 nebo 30 minut.

H) Roztok byl odstranén a nahrazen promyvacim roztokem, ktery obsahoval 1x PBS bez
nebo s alternatlvne 0,1 %; 0,2 %; 0,4 %; 1 % nebo 10 % Tween 20 (obj./obj., ptidany byly
priblizng 0,2 ; 0 /4 ml roztoku na 1 cm? plochy, mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby) a

vzorky byly inkubovéany 10 minut. Tento krok byl jesté tfikrat opakovan.
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V nekterych provedenich byl namisto 1x PBS pouZit roztok vody bez nebo s Tween 20 (pouzité
koncentrace byly stejné jako pii pouZiti 1x PBS) nebo roztok 25 mmol.l"! Tris-HCl, pH 7,4{ a
150 mmol.I"' NaCl bez nebo s Tween 20 (pouZité koncentrace byly stejné jako pii pouZiti 1x
PBS). V dalsich provedenich byl namisto Tween 20 pouzit Triton X-100 (alternativné 0,1 M
nebo 0,2 %, (obj./obj.)) nebo SDS nebo LiDS nebo sarkosyl vechny alternativné

v koncentracich 0,01 %; 0,02 %; 0,03 %; 0,04 % nebo 0,05 % (hmotnost/obj.).

D Promyvaci roztok by odstranén a nahrazen roztokJem proteindzy K (sloZeni viz &ast
PoufZité roztoky a chemikalie, pfidany byly ptiblizng 0,2030,4 ml roztoku na 1 cm? plochy) a
vzorky byly inkubovany 30 nebo 60 minut na laboratorni tfepalce pii 300 rpm na 37 °C.
Alternativné byly vzorky inkubovény pfi teploté 56 °C.

)] K roztoku proteinizy K byl piidan alternativné 10'% nebo 20{ Yo roztok vymyvacich
latek (SDS nebo LiDS nebo sarkosyl, (hmotnost/obj.)). Vehkost pr1daneh0 objemu byla
alternativné rovna jedné deviting, &tvrtingé nebo celému objemu roztoku proteinazy K.
Alternativné byla pouzita kombinace vymyvacich latek. Vzorky byly inkubovany na

laboratorni tfepacce pfi 300 rpm alternativné 10, 30 nebo 60 minut.

K) 20 aZ 200 pl roztoku bylo pieneseno do jamek éerné 96- y Jamkove destlcky Signal byl
zmé&fen pomoci ¢tecky destlcek vyhodné pfi excitaéni vinové délce 354 ¢ 362 nm u DAPI, pri
excitaéni vinové délce 346 354 nm u Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a pti exc1tacn1 vilnové
délce 3887+ 396rif%)oechst 34580 a rovn&Z vyhodné pii emisni vinové délce 451 ¢ 471 nm pro
DAPI, Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a emisni vinové délce 430 ;Z 450 nm u Hoechst 34580.
Korekce na pozadi u signalu poskytovaném DAPI a/nebo Hoechst byla provedena po zméfeni
signalu pochazejiciho z Petriho misek, nebo kultiva¢nich lahvigh, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96;(
jamkovych destiCek, nebo skel bez bun&k. V piipadé provedeni n&kolika opakovéni, byld
vyhodné stanoven priimérny signal v-jamkseh pochazejicielrz Petriho misek, nebo kultivadnich
lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-;{: jamkovych desti¢ek, nebo skel bez bun¢k a bylo
pracovano s primémymi hodnotami t&chto signali. Tento signal byl nasledn& odééten od
jednotlivych signalii zméfenych u vzorki s buitkami. Pomémé hodnoty t&chto korigovanych
DAPI a/nebo Hoechst signélt pak odraZely pom&mé hodnoty mnoZstvi bungk v jednotlivych
Jamkéch. V piipad€, Ze bylo nutné provést pfesné stanoveni bunék v jednotlivych vzorcich,
bylo souasné u n&kterych vzorkii stanoveno mnoZstvi bun&k pomoci mikroskopu a CCD

kamery a nasledné vypocitan primérmy DAPI a/nebo Hoechst signal v jedné buiice. Timto
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signalem pak byly déleny korigované DAPI a/nebo Hoechst signaly poskytované jednotlivymi
vzorky a stanoveno mnoZstvi bungk v jednotlivych vzorcich. Alternativng byly pouzity vzorky
bunék obsahujici znama mnoZstvi bunék, napf. seridlng fed&né vzorky bunék, které byly
zpracovany podle zde popsaného protokolu,a byla vypocitana kalibragni kfivka a nasledng bylo

uréeno mnozstvi bunék v jednotlivych vzorcich.

V nékterych provedenich byl vynechan inkubaéni krok s roztokem jednomocné médi a

nasledny promyvaci krok.

V nékterych provedenich byly vymyvaci latky p¥idany do roztoku proteinazy K nebo byl krok
s proteinazou K zcela vynechan a namisto kroku s proteindzou K a naslednym p#idanim
vymyvacich latek byl pouZit krok, pfi kterém byla provedena inkubace v roztoku vymyvacich
latek (SDS, nebo LiDS nebo sarkosyl) bez ptitomnosti proteindzy K. Koncentrace vymyvacich
latek v tomto kroku byla alternativné 0,1 %; 0,2 %; 0,5 %; 1 %; 2 %; 4 %; 10 % nebo 20&
(hmotnost/obj.) a vzorky byly inkubovény na laboratorni tfepadce pii 300 rpm po doﬁu
alternativn€ 5, 10, 30 nebo 60 minut. V nékterych provedenich bylo odebrano 20 az 200 ul
roztoku t€sné€ po inkubaci s proteinazou K a pteneseno do jamek Serné 96Z@amkové desti¢ky a

az nasledné byl ptidan roztok vymyvacich latek.

Priklad 5

Stanoveni mnoZstvi bun&k rostoucich v suspenzi po etanolové fixaci.

Nasledujici postup popisuje stanoveni mnoZstvi bunék rostoucich v suspenzi po etanolové
fixaci. Kultivace byla provedena v Petriho miskéach, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-, nebo
24-, nebo 96-@amkov51ch destickach. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pii
teplot€ mistnosti, pfi¢emZ kroky nasledovaly po sobé bez dalsich prodlev. Pro stanoveni pozadi
byl cely pfistup sou€asné proveden v Petriho miskach, nebo kultivagnich lahvich, nebo 12-,
nebo 24-, nebo 96-/jamkovych destickdch bez bunek.

Y

A) Lidské HeLa S3 builky (dale jen vzorky) byly kultivovany v ristovém médiu S-MEM

(Sigma) s 3(.% (hmotnost/obj.) L-glutaminem, SF% (obj./obj.) fetdlnim telecim sérem (PAA
WY v/

Laboratories) a 50 pg/ml gentamicinem v atmosféte s 5 % (obj./obj.) CO2 pti 37 °C. Bun&éné

suspenze obsahovala pfiblizné 5 aZ 8 x 10° bunek na 1 mililitr.
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B) Druhy den po pasdZi byla suspenze bunék pfenesena do 15 mililitrové centrifugaéni
zkumavky (v piipadé kultivace v Petriho miskach nebo kultivagnich lahvich) a vzorky byly
odstiedovany 10 minut pfi 300g. V pfipad¢ kultivace bunék v kultivaénich desti¢kach byly
vzorky pfimo odstfed’ovany 10 minut pfi 30%. Supernatant byl odstranén (ve zkumavce bylo
ponechéno 200 ul média, z kultivaéni desticky bylo odstranéno veskeré médium) a ke vzorkiim
byl pfidan roztok 1x PBS (10 ml/zkumavka, 0,2 + 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité
mnoZstvi se odvijelo od kapacity jamky). Vzorky byly rozsuspendovany a nasledné opét
odstfed’ovany 10 minut pfi 30(%. Supernatant byl odstranén (ve zkumavce bylo ponechano 200
pl pufiu, z kultivaéni desti¢ky byl odstranén veskery pufr).

)] Dalsi postup byl stejny jako v piikladu 4 body C az K s tim, Ze pii odstratiovani
veskerych roztoki, pfidavani novych a pfi promyvani byly butiky odstfed’ovany 10 minut pfi
30(%, nasledné byl odstranén supernatant (ve zkumavce bylo ponechdno 200 ul roztoku,
z kultivaéni desti¢ky byl odstranén Ve§kex}'/ roztok), k butikdm byl pfidan novy roztok dle
rozpisu V§fikladu 4 (2 ml/zkumavka, 0,2 ¢ 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi
se odvijelo od kapacity jamky), buiiky v ném byly rozsuspendovény a inkubovany po doby
uvedené v jednotlivych bodech ﬁvﬁkladu 4,

Priklad 6

Stanoveni mnoZstvi pfisedlych buné&k po fixaci formaldehydem.

Nasledujici postup popisuje stanoveni mnoZstvi pfisedlych bungk po fixaci formaldehydem.
Kultivace byla provedena v Petriho miskach, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-, nebo 24-,
nebo 96-ﬁamkovych destickach, nebo na kruhovych sklech o priméru 12 mm. Neni-li uvedeno
jinak, ve;keré kroky byly provadény pfi teploté mistnosti, pfi¢emZ kroky nasledovaly po sobg&
bez dalSich prodlev. Pro stanoveni pozadi byl cely pfistup soucasné proveden v Petriho
miskach, kultiva¢nich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-Ejamkovych desti¢kach, nebo na
sklech bez bunék. V pfipadé skel byla skla po inkubaci’ v médiu umisténa do nadoby

s celkovym objemem 2 ml.
Postup byl stejny jako v pfikladu 4 s nasledujicimi zménami:

Namisto inkubace v etanolu byly vzorky inkubovany10 minut v 2@% (hmotnost/obj.) roztoku
b i
formaldehydu v 1x PBS (pH 7.4; pfidany byly pfiblizné 0,2 0,4 ml pufru na 1 cm? plochy,
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mnoZstvi se odvijelo od kapacity nddoby) a nésledné byly promyty v 1x PBS (3x; pfidany byly
ptiblizn€ 0,2°+ 0,4 ml pufru na 1 cm? plochy, mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby).
V nasledujicim kroku byly vzorky 10 minut inkubovany s 0, 11;% Tritonem X-100 v 1x PBS
(pfidany byly pfiblizné 0,2y 0,4 ml pufru na 1 cm? plochy, mnoZstvi se od\jijelo od kapacity
nadoby) a nasledné byly promyty v 1x PBS (3x; ptidany byly pfiblizné 0,2 '3”0,4 ml pufru na 1

cm? plochy, mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby).
V nékterych provedenich nebyl inkubaéni krok s Tritonem X-100 proveden.

Priklad 7

Stanoveni mnoZstvi bunék rostoucich v suspenzi po fixaci formaldehydem.

Nasledujici postup popisuje stanoveni mnoZstvi bunék rostoucich v suspenzi po fixaci
formaldehydem. Kultivace byla provedena v Petriho miskéach, nebo kultivagnich lahvich, nebo
12-, nebo 24-, nebo 96-@amkovych destickach. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly
provadeny pfi teploté mistnosti, pficemZ kroky nasledovaly po sobé& bez dalsich prodlev. Pro
stanoveni pozadi byl cely pfistup soutasné proveden v Petriho miskach, nebo kultivaénich

f’"\

lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96 jamkovych desti¢kach bez bungk.
v

Postup byl stejny jako v ptikladu 5 s nasledujicimi zm&nami:

Namisto inkubace v etanolu byly vzorky inkubovany 10 mijnut v 25{;% (hmotnost/obj.) roztoku
formaldehydu v 1x PBS (pH 7,4; 10 ml/zkumavka, 0,2 f0,4 ml roztoku na 1 c¢cm? plochy,
pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity jamky v kultiva¢ni desti¢ce) a nasledng byly promyty
v 1x PBS (3x, 10 ml/zkumavka, 0,2 f0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se
odvijelo od kapacity jamky v kultivani desti¢ce). V nasledujicim kroku byly vzorky 10 minut
inkubovany s 0, lii?/% Tritonem X-100 v 1x PBS (10 ml/zkumavka, 0,2 ?0,4 ml roztoku na 1 cm?
plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity Jamky v kultivaéni desti¢ce) a nasledné byly
promyty v 1x, PBS (3x, 10 ml/zkumavka, 0,2 f 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité

mnoZstvi se odvijelo od kapacity jamky v kultivaéni desticce).
V nékterych provedenich nebyl inkubaéni krok s Tritonem X-100 proveden.

Piiklad 8



34

Stanoveni mnozstvi bunék po fixaci metanolem.

Nasledujici postup popisuje stanoveni mnoZstvi bunék po metanolové fixaci. Kultivace byla
provedena v Petriho miskach, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-1:
jamkovych desti¢kach a v piipad® ptisedlych bun&k i na kruhovych sklech o priméru 12 mm.
Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pfi teploté mistnosti, pficem kroky
nasledovaly po sobé& bez dalSich prodlev. Pro stanoveni pozadi byl cely pfistup soudasné
proveden v Petriho miskach, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-:(;

jamkovych destickéch, nebo na sklech bez bunék. V p¥ipadé skel byla skla po inkubaci v médiu

umisténa do nadoby s celkovym objemem 2 ml.
Postup byl stejny jako v pfikladech 4 a 5 s témito zménami:
Namisto fixace etanolem byl pouZit metanol.

Priklad 9

Stanoveni mnoZstvi nefixovanych bun&k inkubovanych s roztokem jednomocné médi.

Nasledujici postup popisuje stanoveni mnozstvi nefixovanych bunék inkubovanych s roztokem
jednomocné médi. Kultivace byla provedena v Petriho miskach, nebo kultiva¢nich lahvich,
nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-\({:jamkovych destickach a v pfipadé pfisedlych bungk i na
kruhovych sklech o priméru 12 mm Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pii
teplot€ mistnosti, pfi¢emz kroky nésledovaly po sobé bez dalsich prodlev. Pro stanoveni pozadi
byl cely pfistup soucasne proveden v Petriho miskach, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-,

nebo 24-, nebo 96- Jamkovych destickach nebo na sklech bez bunék. V pfipadé skel byla skla

po inkubaci v médiu umisténa do nadoby s celkovym objemem 2 ml.
Postup byl stejny jako v ptikladu 4 nebo v piikladu 5 s témito zm&nami:
Byla vynechéna fixace pomoci etanolu a rovn&z ndsledné promyti vzorkd v 1x PBS.

Priklad 10

Stanoveni mnoZstvi nefixovanych pfisedlych bunék.
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Nasledujici postup popisuje stanoveni mnoZstvi nefixovany ptisedlych bunék. Buiiky byly
kultivovany VPetriho miskach, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96{
jamkovych desti¢kach nebo na kruhovych sklech o priiméru 12 mm. Neni-li uvedeno jinak,
veskeré kroky byly provadény pfi teplot® mistnosti, pfi¢emz kroky nasledovaly po sobé bez
dalsich prodlev. Pro stanoveni pozadi byl cely pfistup soudasn& proveden v Petriho miskach,
nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-:Ejamkovych desti¢kach, nebo se skly
bez bun€k. V piipadé skel byla skla po inkubaci v médiu umisténa do nadoby s celkovym

objemem 2 ml.

A) Lidské HeLa buﬁky (dale jen vzorky) byly péstovany v rstovém médiu DMEM s L-
~glutaminem (Gibco) s 10[ % (obj./obj.) fetdlnim telecim sérem (PAA Laboratories), 1[ %
(obj./obj.) gentamicinem a 0,85 g/l NaHCO3 v atmosféte s 5 % (obj. /obj.) CO, pti 37 °C.

B) Rustové médium bylo odstranéno a nahrazeno roztokem Hoechst 33342 nebo Hoechst
33258 nebo Hoechst 34580 v 1x PBS (alternativné byly pouzity koncentrace Hoechst 0,1; 0,5;
1, 2 nebo 10 pmol.l"", byly ptidany ptiblizng 0 2+ 0 4 ml roztoku na 1 cm? plochy) a vzorky

byly inkubovény alternativné 5 nebo 10 nebo 30 minut.

O) Roztolg Hoechst byl odstranén a nahrazen promyvacim roztokem 1x PBS (ptidany byly
M . .

pfiblizné 0,2 + 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy) a vzorky byly inkubovany 5 minut. Tento krok

byl jesté tfikrat opakovan.

D) Promyvaci roztok by odstranén a nahrazen alternativné 0 1{ %, 0, 2 %, 1}%, %, S’E}’A), IOi
% nebo 20\% roztokem vymyvacwh latek (SDS nebo LiDS nebo sa_rkosyl (hmotnost/obj ), byly
pfidany piiblizné 0,2 = s 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy) a vzorky byly inkubovany na

laboratorni tfepa¢ce pfi 300 rpm po dobu alternativng 10, 30 nebo 60 minut.

E) 200 pl roztoku bylo odebrano a pteneseno do jamek Cerné 96-| )amkove desticky. Signal
byl zméfen pomoci ¢tecky destlcek vyhodné pii excitaéni vinové délce 354 %62 nm u DAPI,
pti exc1tacn1 vlnove délce 346 > 354 nm u Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a pfi exc1tacn1 vlnové
délce 388 396 u Hoechst 34580 a rovnéZ vyhodné pti emisni Vlnove délce 451 - 471 nm pro
DAPI, Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a emisni vlnové délce 430 - 450 nm u Hoechst 34580.
Korekee na pozadi byla provedena zméfenim signalu z nadob bez bunék a byla provedena jako

v ptikladu 4.
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Priklad 11

Stanoveni mnoZstvi nefixovanych bun&k rostoucich v suspenzi.

Nasledujici postup popisuje stanoveni mnoZstvi neﬁxovany%unék rostoucich v suspenzi
v Petriho miskéch, nebo kultivagnich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-Ejamkovych
destickach. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pfi teplot& mistnosti, priCemz
kroky nasledovaly po sobé bez dalich prodlev. Pro stanoveni pozadi byl cely pfistup soucasné
proveden v Petriho miskach, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96£
jamkovych desti¢kach.

A) Lidské HeLa S3 buriky (déle jen vzorky) byly kultivovany v rstovém médiu S-MEM
" n

(Sigma) s 3\[}% (hmotnost/obj.) L-glutaminem, SL % (obj./obj.) fetdlnim telecim sérem (PAA

Laboratories) a 50 pug/ml gentamicinem v atmosféie s 5 % (obj Jobj.) CO; pti 37 °C. Bunééna

suspenze obsahovala pfiblizné 5 a¥ 8 x 10° bun&k na 1 mililitr.

B) Druhy den po pasaZi byla suspenze bunék pienesena do 15 mililitrové centrifugaéni
zkumavky (v pfipadé kultivace v Petriho miskach nebo kultivaénich lahvich) a vzorky byly
odstfedovany 10 minut pfi 30%. V piipad¢ kultivace bungk v kultivaénich desti¢kach byly
vzorky pfimo odstfed’ovany 10 minut pti 300lg. Supernatant byl odstranén (ve zkumavce bylo

ponechéano 200 pl média, z kultivadni desti¢ky bylo odstranéno vegkeré médium).

Dalsi postup byl stejny jako v pfikladu 10 stim, e pfi odstrafiovéni veSkerych roztokd,
piidavani novych a pfi promyvani byly buiiky odstfed’ovany 10 minut pfi 30(%, nasledné byl
odstranén supernatant (ve zkumavce bylo ponechano 200 pl roztoku, z kultiva¢ni desticky byl
odstranén veskery roztok), k butikdm byl ptiddn novy roztok dle rozpisu v ptikladu 10 2
ml/zkumavka, 0,2 3 0,4 ml roztoku v zdvislosti na kapacité jamky v kultivaéni desticce), buniky

v ném byly rozsuspendovény a inkubovany po doby uvedené v jednotlivych bodech Rtikladu
10.

Priklad 12

Stanoveni relativni replika&ni aktivity a replikaéni aktivity vztaZené na butiku.
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Nasledujici postup popisuje stanoveni relativni replika¢ni aktivity a replikadni aktivity vztaZzené
na bunku pomoci EU v Petriho miskéach, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo
96:{/)amkovych destickach, nebo na kruhovych sklech o priméru 12 mm. Neni-li uvedeno jinak,

veskeré kroky byly provadény pfi teploté mistnosti, pfidemz kroky nasledovaly po sobé& bez
dalSich prodlev. Pro stanoveni pozadi zptisobeného vazbou DAPI a/nebo Hoechst a/nebo
azidovanych fluorochromt na kultivaéni a inkubaéni povrchy byl cely ptistup soufasné
proveden v Petriho miskach, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96- (
jamkovych desti¢kach, nebo se skly bez bunk. V piipadé skel byla skla po inkubaci v medlu

umisténa do nadoby s celkovym objemem 2 ml.

A) Lidské HeLa buriky (dale jen vzorky) byly péstovany v ristovém médiu DMEM s L-
-glutaminem (Gibco) s 10@% (obj./obj.) fetdlnim telecim sérem (PAA Laboratories), 1 L %
(obj./obj.) gentamicinem a 0,85 g/l NaHCOs v atmosfée s 5 % (obj./obj.) CO, pti 37 °C.

B) Druhy den byl do média pfidan 10 pmol.I"! EdU a buiiky byly inkubovany 30 minut
v atmosféfe s 5 % (obj./obj.) CO, pti 37 °C. V ne¢kterych provedenich nebylo do nékterych
vzorkil pfidéno EdU. V dal3ich provedenich bylo EdU pfidano i do vzorkd, kde nebyly buiiky.

) 3 Ristové médium bylo odstranéno a nahrazeno pufrem (1x PBS, pfidany byly piiblizné
0,2+ O 4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Tento

krok byl jesté jednou opakovan.

D) Pufr byl odstranén a vzorky byly 30 minut fixovany alternativné 70@“ nebo 100 />
(hmotnost/obj.) roztokem etanolu v 1x PBS (pH 7,4; pfidany byly piiblizné 0,2 %o 4 ml
fixatniho roztoku na 1 c¢m? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby).
Alternativné byla fixace provedena na -20° C po dobu 30 minut nebo 24 hodin nebo nékolika
tydnt.

E) Fixa¢ni roztok byl odstranén a nahrazen 1x PBS (pfidany byly pfiblizné 0,2 ?10,4 ml
pufru na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Tento krok byl jests
dvakrat opakovan.

F) Pufr byl odstranén a nahrazen roztokem jednomocné médi s 10 pmol.I" azidovanym

fluorochromem (5-FAM; slozeni viz &ast PouZité roztoky a chemikalie, pfidany byly ptiblizng
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o :
0,2 + 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby, ptiklady
dalSich azidovanych fluorochromil jsou uvedeny v podstaté¢ vyndlezu) a vzorky byly

inkubovany 20 minut.

G) Roztok jednomocné m&di byl odstran&n a nahrazen 1x PBS (pfidany byly pfiblizn& 0,2 ax
+ 0,4 ml roztoku na 1 em? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Tento

krok byl jesté dvakrat opakovan.

H) Pufr byl odstranén a nahrazen roztokem DAPI nebo Hoechst 33342 nebo Hoechst 33258
nebo Hoechst 34580 (alternativng byly pouzity koncentrace 0,1; 0,5; 1; 5 nebo 10 pmol.1™!) v 1x
PBS nebo 25 mmol.I"! Tris-HCI, pH 7,4!a 150 mmol.I"! NaCl (pfidany byly ptiblizné 0,2 f 0,4
ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby) a vzorky byly

alternativné inkubovany 5, 10 nebo 30 minut.

D Roztok byl odstranén a nahrazen promyvacim roztokem 1x PBS bez nebo s pfidavkem
alterndativné 0,1 %; 0,2 %; 0,4 %; 1 % nebo 10 % Tween 20 (obj./obj., pfidany byly ptiblizné
0,2 ¥ 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouzZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby) a
vzorky byly inkubovéany 10 minut. Tento krok byl jest& t¥ikrat opakovan. Namisto 1x PBS byl
v nékterych provedenich pouzit roztok vody bez nebo s Tween 20 nebo roztok 25 mmol.1! Tris-

~-HCI, pH 7,4{a 150 mmol.I"' NaCl bez nebo s Tween 20 (pouzité koncentrace byly stejné jako
pfi pouziti 1x PBS). V dalSich provedenich byl namisto Tween 20 pouZit Triton X-100
(alternativné v koncentraci 0,1 f%}nebo 0,2 % (obj./obj.)) nebo SDS nebo LiDS nebo sarkosyl,
vSechny alternativné v koncentracich 0,01 %; 0,02 %; 0,03 %; 0,04 % nebo 0,05 %
(hmotnost/obj.).

D Promyvaci roztok b};Z/odstranén a byl nahrazen roztolj(em proteindzy K (sloZeni viz ¢ast
Pouzité roztoky a chemikalie, pfidany byly pfiblizné 0,2 3}’-7“0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy,
pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby) a vzorky byly inkubovany 30 nebo 60 minut
na laboratorni tfepacce pfi 300 rpm na 37 °C. Alternativné byly vzorky inkubovany pii teploté
56 °C.

';‘v
K) K roztoku proteinazy K byl alternativné piidan 10/{4(’ nebo 20{% vodny roztok
vymyvacich latek (SDS a/nebo LiDS a/nebo sarkosyl (hmotnost/obj.)), velikost ptidaného

objemu byla alternativné rovna jedné deviting, étvrting nebo celému objemu roztoku proteinazy
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K¥: Vzorky byly inkubovany na laboratorni tfepacce pfi 300 rpm po dobu alternativné 10, 30

nebo 60 minut.

L) 120 pl roztoku bylo odebrano a pfeneseno do jamek ¢erné 96-jjamk0\§ desti¢ky. Signal
byl zméfen pomoci &tecky destiéek vyhodné pti excitaéni vinové délce 354 ¢ 362 nm u DAPI,
pii exc1tacn1 vinové délce 346 354 nm u Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a pfi excitaéni vinové
délce 388« 396 u’ﬁoechst 34580 a rovnéZ vyhodné pfi emisni Vlnove délce 451 + 471 nm pro
DAUPI, Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a emisni vinové délce 430 + 450 nm u Hoechst 34580.
Korekce na pozadi u signalu poskytovaném DAPI a/nebo Hoechst byla provedena po zméfeni
signalu pochazejiciho z Petriho misek, nebo kultiva¢nich lahvief, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-(
jamkovych desticek, nebo skel bez bunék. V pfipadé provedeni nékolika opakovani, byl
vyhodné stanoven primérny signal s-jamkaeh pochazejiciel z Petriho misek, nebo kultivaénich
lahvigh, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-1:jamkov3'fch desticek, nebo skel bez bunék a bylo
pracovano s primémymi hodnotami téchto signali. Tento signal byl nasledné odeéten od
jednotlivych signdli naméfenych ve vzorcich sbufikami. Pomé&mé hodnoty téchto
korigovanych DAPI a/nebo Hoechst signalti pak odraZely pom&mé hodnoty mnoZstvi bungk
vjednotlivych jamkach. V pfipadé, Ze bylo nutné provést presné stanoveni bunék
v jednotlivych vzorcich, bylo sou¢asné u nékterych vzorki stanoveno mnozstvi bunék pomoci
mikroskopu a CCD kamery a ndsledné vypo&itan prumérny DAPI a/nebo Hoechst signal
v jedné bufice. Timto signalem pak byly déleny korigované DAPI a/nebo Hoechst signaly
poskytované jednotlivymi vzorky s butikami a bylo stanoveno mnoZstvi bunék v jednotlivych
vzorcich. Alternativné byly pouZity serialné fedéné vzorky s butikami, které byly zpracovany
podle zde popsaného protokolu, byla vypocitana kalibradni kiivka a nésledné bylo uréeno
mnozstvi bun€k v jednotlivych vzorcich.

Signal poskytovany azidovanym fluorochromem (5-FAM) reagujicim s EQU byl rovn&Zz zmé&fen
pomoci ¢tecky destiéek/a to pfi excita¢ni vinové délce 490 7:!498 nm a emisni vinové délce 510 sz
t 530 nm. Nasledn€ byla nebo nebyla provedena korekce na pozadi tohoto signalu. Stanoveni
replikacni aktivity a korekce byly provedeny nékolika zptisoby:

- V piipadé€, Ze nebyla provedena korekce na pozadi u signalu poskytovaﬁ?g azidovanym
fluorochromem (5-FAM) reagujicim s EdU, byl signal poskytovany azidovanym
fluorochromem (5-FAM) reagujicim s EdU vydélen korigovanym signalem poskytovanym
DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypoétenym poétem bunék. V piipadé provedeni nékolika
opakovani, byl v nékterych provedenich stanoven primémy signal poskytovany azidovanym

fluorochromem (5-FAM) reagujicim s EAU a primérny korigovany signal poskytovany DAPI
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a/nebo Hoechst a/nebo primémy poet bunik u téchto vzorkd a teprve nasledné byl primérmny
signal poskytovany azidovanym fluorochromem (5-FAM) reagujicim s EdU vydé&len
primémym korigovanym signalem poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo primérnym
poctem bunék. Vypoctena hodnota pak byla pouzita pro porovnani vzajemné replikaéni aktivity
v riznych vzorcich. Tato metoda je vhodné pedeviim v pfipadg, kdy se pouzity azidovany
fluorochrom reagujici s EQU nevaZe siln€ na bunéené struktury, a/nebo na Petriho misky, nebo
na kultivaéni l4hve, nebo na 12-, nebo 24-, nebo 96—bamkove destic¢ky, nebo na skla, a/nebo Jej
1ze lehce odstranit promytim.
- V piipadech, Ze bylo nutné provést korekci na pozadi, bylo postupovano dvéma riiznymi
zpusoby.
V prvnim ptipadé byl nejprve zméfen signdl poskytovany azidovanym fluorochromem (5-
~-FAM) u vzorki s butikami, které byly kultivovany s EdUja sou€asné u vzorkti s buttkami, které
nebyly kultivovany s EQU. Nésledné byl signal u vzorkd s butikami kultivovanych bez EdU i u
vzorki s butikami kultivovanych s EdU vydelen hodnotou korigovaného signalu DAPI a/nebo
Hoechst a/nebo vypoctenym poctem bun¢k. V pfipqdé, kdy bylo provedeno nékolik opakovani
vzorkil s butikami péstovan}'fé?l\ a nepéstovan}’lgfi‘ s EdU, byl vyhodn& nejprve vypotten
pramémy signél poskytovany azidovanym fluorochromem (5-FAM) reagujicim s EdU a rovnéz
primémy korigovany signal poskytovany DAPI a/nebo Hoechst a/nebo prumeérny pocet bunék
z téchto opakovéni a ten byl pouzit pii téchto i naslednych vypoctech. Zvlasté vyhodny byl
tento postup v piipad€ bunék, které byly péstovany v médiu bez EdU. Nasledné byl signal
poskytovany azidovanym fluorochromem (5-FAM) reagujicim s EdU vydélen korigovanym
signdlem poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypoctenym po¢tem bunék. Vypoétené
hodnoty pro vzorky s buiikami kultivovanymi bez EdU byly odecteny od hodnot vypoétenych
pro vzorky s buiikami péstovanymi s EdU. Vypodtené hodnoty byly, pokud to bylo nutné a
nevyplynuly piimo z pfedchoziho vypoctu, primérovany pro jednotliva opakovéni. Vypodctené
hodnoty byly pouzity pro porovnéni vzéjemné replika¢ni aktivity v riznych vzorcich. Tato
metoda je vhodna pfedevsim v ptipads, kdy hlavni ¢ast pozadi je odvozena od silné vazby
azidovanych fluorochromii na bunééné sloZky a jen mala &4st pozadi j je zpusobena jejich vazbou

na Petriho misky, nebo kultivaéni ldhve, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-; jamkové desti¢ky, nebo
skla.

L/

Ve druhém pfipadé byl nejprve zmé&ten signal poskytovany azidovanym fluorochromem (5-
-FAM) reagujicim s EdU u vzorki s buiikami, které byly kultivovany s EdUI a soucasné u vzorkti
s butikami, které nebyly kultivovany s EdU. Mimoto byl zméfen signal ve vzorcich bez bungk.

Signal ve vzorcich bez bunék byl nasledn& odeéten od signdlu poskytovaného azidovanym
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fluorochromem (5-FAM) reagujicim s EdU ve vzorcich s buitkami. V ptipadg, e vzorky bez
bunek byly zpracovany v n€kolika opakovanich, byl pro dalii vypodty vyhodng pouZit primér
naméfenych hodnot signalii. Nasledné byly vypoétené hodnoty signald u vzorkd s butikami
kultivovanych bez EdU i u vzorkil s butikami kultivovanych s EdU vydéleny hodnotou
korigovaného signalu DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypodtenym poctem bunék. V pﬁpadé
provedent, kdy bylo provedeno né&kolik opakovani vzorkii s buitkami pestovany.eh a
nepestovanyﬂ s EdU, byl vyhodné¢ nejprve vypodten primémy signal azidovaného
fluorochromu (5-FAM) reagujiciho s EQU a rovnéz primeérny korigovany signal poskytovany
DAPI a/nebo Hoechst a/nebo primérny pocet bungk z t&chto opakovani a ten byl pouZit pfi
té€chto i naslednych vypodtech. Zvlasté vyhodny byl tento postup v pfipadé vzorki s butikami,
které byly péstovany bez EdU. Nésledné byl signal poskytovany azidovanym fluorochromem
(5-FAM) reagujicim s EdU vydélen korigovanym signdlem poskytovanym DAPI a/nebo
Hoechst a/nebo vypoétenym poctem bunék. Vypodtené hodnoty pro vzorky s burikami
kultivovanymi bez EdU byly odeéteny od hodnot vypoltenych pro vzorky s buitkami
péstovanymi s EdU. Vypoctené hodnoty byly, pokud to bylo nutné a nevyplynuly p#imo
z pfedchoziho vypodétu, primérovany pro jednotliva opakovéani. Vypoétené hodnoty byly
pouZity pro porovnéni vzajemné replikaéni aktivity v riznych vzorcich. Tato metoda je vhodna
predevSim v pfipadé, kdy hlavni &ast pozadi je odvozena od silné vazby azidovan)’/ch
fluorochromi na Petriho misky, nebo kultivaéni lahve, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-! jamkové

desticky, nebo skla.

V nekterych provedenich byly vymyvaci latky ptidany do roztoku proteinazy K. Koncentrace
vymyvacich latek v tomto kroku byla alternativng 0,2 %; 0,5 %; 1 %; 2 %; 4 %:; 10 % nebo 20
% (hmotnost/obj.) a vzorky byly inkubovany na laboratorni tiepacee pifi 300 rpm po dobu
alternativn€ 10, 30 nebo 60 minut. V dalSich provedenich bylo okamzit& po inkubaci
s proteindzou K pfeneseno 120 ul vzorkd do jamek &erné 96- f Jamkove desti¢ky a teprve pak
byl k jednotlivym vzorkim pfidan roztok vymyvacich latek V nékterych provedenich byl
namisto etanolu pouZit metanol nebo byla pouzita fixace formaldehydem a permeabilizace

Tritonem X-100 podie ptikladu 6.

Priklad 13
Stanoveni obsahu EdU a/nebo BrdU a/nebo CIdU a/nebo IdU v DNA bungk a odvozené
replikacni aktivity t&chto bunék.
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Nasledujici postup popisuje stanoveni mnoZstvi EQU a/nebo BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU
v DNA piisedlych bun€k a odvozené replikaéni aktivity téchto bunék v Petriho miskach, nebo
kultiva¢nich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-13amkovych desti¢kach, nebo na kruhovych
sklech s primérem 12 mm. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pfi teplote
mistnosti, pfiCemZ kroky nasledovaly po sob& bez dalsich prodlev. Pro stanoveni pozadi
zpusobeného vazbou Hoechst na kultivaéni a inkubaéni povrchy byl cely pfistup soudasné
proveden v Petriho miskach, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96-:2
jamkovych destickach, nebo se skly bez bunék. V ptipad? skel byla skla po inkubaci v médiu

umisténa do nadoby s celkovym objemem 2 ml.

A) Lidské HeLa buriky (dale jen vzorky) byly péstovany v ristovém médiu DMEM s L-
n “
~glutaminem (Gibco) s 10( % (obj./obj.) fetdlnim telecim sérem (PAA Laboratories), 1] %
(V3 s
(obj./obj.) gentamicinem a 0,85 g/l NaHCO;3 v atmosféfe s 5 % (obj./obj.) COa pti 37 °C.

B) Druhy den byl do média pfidan 10 umol.I"! EdU a/nebo IdU a/nebo C1dU a/nebo BrdU
a buiiky byly inkubovény alternativné 8 nebo 20 hodin v atmosféte s 5 % (obj./obj.) CO2 pii 37
°C. V n&kterych provedenich nebylo do nékterych vzorkd pfidano ani EAU ani IdU ani CldU
ani BrdU. V dalSich provedenich bylo EdU a/nebo 1dU a/nebo CIdU a/nebo BrdU piidano i do
vzorkd, kde nebyly buriky.

C) . Rustové médium bylo odstranéno a nahrazeno pufrem (1x PBS, pfidany byly piblizné
0, 2 + 0 4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouzité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Tento
krok byl jesté jednou opakovan.

D) Pufr byl odstranén a vzorky byly 30 minut fixovany alternativné 70‘ % (Ob_] Jobj.)
roztokem etanolu v 1x PBS, pH 7, 4 nebo 100(% etanolem (pfidany byly pfiblizné 0, 2% O 4 ml
fixa¢niho roztoku na 1 cm?® plochy, pouzité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby).
Alternativné byla fixace provedena na -2(° C po dobu 30 minut nebo 24 hodin nebo nékolika
tydn. ’

E) Fixa¢ni roztok byl odstranén a nahrazen 1x PBS (pfidany byly pfiblizné 0,2 + 0,4 ml
pufru na 1 cm? plochy, pouzité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Tento krok byl jesté

dvakrat opakovan.
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F) Pufr byl odstranén a nahrazen roztokem jesinomocne’ médi (sloZeni viz ¢ast Pouzité

oY sz
roztoky a chemikalie, ptidény byly pfiblizné 0,2 + 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité
mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby) a vzorky byly inkubovany 20 minut.

G) Roztok jednomocné médi byl odstranén a nahrazen 1x PBS (ptidany byly p¥iblizné 0,2
+ 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Tento

krok byl jesté dvakrat opakovan.

H) Pufr byl odstranén a nahrazen roztokem Hoechst 33342 nebo Hoechst 33258 nebo
Hoechst 34580 (alternativné byly pouzity koncentrace 0,1; 0,5: 1; 5 nebo 10 umol.I'!) v }/x PBS
nebo 25 mmol.I"! Tris-HCI, pH 7,4,a 150 mmol.I"! NaCl (ptidany byly pfiblizng 0,2 f 0,4 ml
roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby) a vzorky byly

alternativné inkubovany 5, 10 nebo 30 minut.

D Roztok byl odstranén a nahrazen promyvacim roztokem 1x PBS bez nebo s pfidavkem
alterqativné 0,1 %; 0,2 %; 0,4 %; 1 % nebo 10 % Tween 20 (obj./obj., pfidany byly pfiblizn&
0,2 ?}'1'0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby) a
vzorky byly inkubovany 10 minut. Tento krok byl jesté t¥ikrat opakovan. Namisto 1x PBS byl
v nékterych provedenich pouzit roztok vody bez nebo s Tween 20 nebo roztok 25 mmol.l"! Tris-
-HCl, pH 7,4‘a 150 mmol.I"! NaCl bez nebo s Tween 20 (pouzité koncentrace byly stejné jako
pfi pouZiti ’lx PBS). V dalsich provedenich byl namisto Tween 20 pouzit Triton X-100
(alternativné 0,1 % nebo 0,2 %, (obj./obj.)) nebo SDS nebo LiDS nebo sarkosyl vSechny
alternativné v koncentracich 0,01 %; 0,02 %; 0,03 %: 0,04 % nebo 0,05 % (hmotnost/obj.).

1)) Promyvaci roztok by odstranén a byl nahrazen roztokem proteinazy K (sloZeni viz ¢ast
Pouzité roztoky a chemikalie, pfidany byly piiblizné 0,2 2 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy,
pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby) a vzorky byly inkubovany 30 nebo 60 minut
na laboratorni tfepacce pii 300 rpm na 37 °C. Alternativng byly vzorky inkubovany pfi teploté
56 °C.

K) 120 pl roztoku bylo odebrano a pteneseno do jamek &erné 96-§amkové desticky. Signal
byl zméfen pomoci étecky destidek, vyhodné pii excitaéni vinové délce 346 1 354 nm u Hoechst

33342 a Hoechst 33258 a pfi excitaéni vlnové délce 388”?396 nm u Hoechst 33258 a rovnéz

N
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vyhodné p#i emisn}’ vinové délce 451 (;,,471 nm u Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a emisni
vinové délce 430 ; 450 nm u Hoechst 34580.

L) K roztoku byl alternativné pfidan 10;‘34 nebo 20\’:% roztok vymyvacich latek (SDS nebo
¢

LiDS nebo sarkosyl (hmotnost/obj.), velikost pfidaného objemu byla alternativné rovna jedné

deviting, Ctvrtin€ nebo celému objemu roztoku proteinazy K. Vzorky byly inkubovany na

laboratorni tfepacce pti 300 rpm po dobu alternativng 10, 30 nebo 60 minut.

-

M)  Signél byl zméfen pomoci Stetky destidek, vyhodné pfi excitaéni v}nové délce 346 2*

354 nm u Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a pti excitac’:nidvlnové délce 388 ?396 nm u Hoechst
33258 a rovnéz vyhodné pifi emis?i vinové délce 451 5471 nm u Hoechst 33342 a Hoechst
33258 a emisni vinové délce 430% 450 nm u Hoechst 34580.

Pro stanoveni obsahu EdU a/nebo IdU a/nebo C1dU a/nebo BrdU a odvozené replikacni aktivity
byly pouzity hodnoty naméfené v kroku K a M. Korekce na pozadi u té€chto hodnot byla
provedena po zméfeni signalu pochézejiciho z Petriho misek, nebo kultivaénich lahvich, nebo
12-, nebo 24-, nebo 96-Ejamkov§1ch destiCek, nebo skel bez bunék. V pfipadé provedeni
n¢kolika opakovani, byl vyhodné stanoven primérny signal vamkdach pochazejicieh z Petriho
misek, nebo kultivaénich lahvigch, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96f{;iamkovych desti¢ek, nebo skel
bez bunék a bylo pracovano s primémymi hodnotami téchto signald. Tento signal byl nasledné
odedten od jednotlivych signalu vzorkd s buitkami a byly tak ziskany korigované hodnoty.
Zatimco pomérmé korigované hodnoty z kroku K byly nepiimo imérné obsahu EdU a/nebo IdU
a/nebo CldU a/nebo BrdU a rovnéZ neptimo tmémé replikadni aktivits, korigované hodnoty
Hoechst signali z kroku M byly piimo umé&mé mnoZstvi bungk v jednotlivych vzorcich.
V pfipadé, Ze bylo nutné provést piesné stanoveni bundk v jednotlivych vzorcich, bylo
soucasné u n€kterych vzorkl stanoveno mnoZstvi bunék pomoci mikroskopu a CCD kamery a
nasledn& byl vypoditan primémy Hoechst signal v jedné buiice. Timto signdlem pak byly
déleny korigované Hoechst signaly zkroku M poskytované jednotlivymi vzorky a bylo
stanoveno mnoZzstvi bun¢k v jednotlivych vzorcich. Alternativng byly pouzity vzorky seridln&
fedénych bunék, které byly zpracovany podle zde popsaného protokolu, byla vypoéitana
kalibra¢ni kiivka a nasledné bylo uréeno mnoZstvi bungk v Jednotlivych vzorcich. Pokud byly
vzorky zhotoveny v n&kolika opakovéanich, byly vyhodng vypolteny priméry z téchto

opakovani a pouzity v dal§im vypodtu.
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Dale byl vydélen korigovany signal zkroku K korigovanym signalem zkroku M nebo
vypoCtenym poltem bunék. Ziskané hodnoty pak byly nepfimo umémé obsahu EdU a/nebo

IdU a/nebo CldU a/nebo BrdU a rovnéZ nepfimo timérné replikaéni aktivits.

V nekterych provedenich byl namisto etanolu pouZit metanol nebo byla pouzita fixace

formaldehydem a permeabilizace Tritonem X-100 podle ptikladu 6.

Priklad 14

Stanoveni obsahu proteinti v burikich pomoci protilatky reagujici s timto proteinem.

Nasledujici postup popisuje stanoveni obsahu proteinti v buiikdch p€stovanych v Petriho
miskéch, nebo kultiva¢nich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 964jjamkovych desti¢kach, nebo

na kruhovych sklech s primérem 12 mm pomoci protilatky reagujici s timto proteinem. Neni-

li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pii teplotd® mistnosti, pficemz kroky
nasledovaly po sob& bez daliich prodlev. Pro stanoveni pozadi zpiisobeného vazbou DAPI
a/nebo Hoechst a/nebo protilatek reagujicich s proteinem a/nebo protilatek konjugovanych s
fluorochromy na kultivaéni a inkuba¢ni povrchy byl cely pfistup soutasné proveden v Petriho
miskach, nebo kultiva¢nich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96- l Jamkovych desti¢kach, nebo
se skly bez bunék. V pfipad® skel byla skla po inkubaci v médiu umisténa do nadoby

s celkovym objemem 2 ml.

A) Lidské HeLa buriky (déle jen vzorky) byly péstovany v riistovém médiu DMEM s L-
A A

-glutaminem (Gibco) s 10( % (obj./obj.) fetdlnim telecim sérem (PAA Laboratories), 1/ %
7

(obj./obj.) gentamicinem a 0,85 g/l NaHCO3 v atmosféte s 5 % (obj./obj.) CO, pti 37 °C.

B) , Ristové médium bylo odstranéno a nahrazeno pufrem (1x PBS, ptidany byly piblizné
0,2 it 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouzité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Tento

krok byl jesté jednou opakovan.

0) Pufr byl odstranén a vzorky byly 30 minut fixovany alternativné 70[% (Ob_] Jobj.)
roztokem etanolu v 1x PBS, pH 7,4, nebo 100‘% etanolem (pfidany byly prlbhiné 0,2 + O 4 mi
fixatniho roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby).
Alternativné byla fixace provedena na -20 °C po dobu 30 minut nebo 24 hodin nebo nékolika

tydn.



46

o
D) FixaCni roztok byl odstranén a nahrazen 1x PBS (pfidany byly piiblizné 0,2 + 0,4 ml
pufru na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Tento krok byl jesté
dvakrat opakovan. )

E) Pufr byl odstranén a nahrazen roztokem jednomocné médi (sloZeni viz ¢ast Pouzité
roztoky a chemikalie, pfidany byly ptiblizn€ 0,2 + 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité
mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby) a vzorky byly inkubovany 20 minut. V nékterych

provedenich byl tento a nasledujici krok vynechan.

F) Roztok jednomocné mé&di byl odstranén a nahrazen 1x PBS (pfidany byly pfiblizng 0,2 o
+ 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Tento

krok byl jesté dvakrat opakovan.

G) Pufr byl odstranén a nahrazen roztokem 1x PBS a primérni protilatky reagujici
s detekovanym proteinem. thimélni koncentrace protilatky byly urena serialnim fedénim.
Pfidany byly pfiblizné 0,2 fO,4 ml pufru s protilatkou na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se
odvijelo od kapacity nadoby. V n&kterych provedenich nebyla v roztoku 1x PBS obsaZena
protilatka.

H) , Roztok 1x PBS a protilatky byl odstranén a nahrazen 1x PBS (ptidany byly ptiblizn&

0,2 3—»0,4 ml pufru na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby). Tento
krok byl jesté dvakrat opakovan.

) Pufr byl odstranén a nahrazen roztokem sekundarni protilitky konjugované
s fluorochromem Alexa Fluor 488, pfi¢emz tato protilatka reagovala s protilatkou z kroku G.
Koncentrace sekundarni protilatky byla 10 pg/ml. Sekundérni protilatka byla fedéna v 1x PBS
nebo 25 mmol.I"! Tris-HCI, pH 7,4 a 150 mmol.I" NaCl a roztok rovnéz obsahoval DAPI a/nebo
Hoechst 33342 a/nebo Hoechst '33258 a/nebo Hoechst 34580 (alternativné byly Rouiity
koncentrace 0,1; 0,5; 1; 5 nebo 10 pmol.I""). Ke vzorkiim byly pfidany pfiblizné 0,2 ;{:10,4 ml
roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nédoby; a vzorky byly

alternativné inkubovany 10 nebo 30 nebo 60 minut.

)} Roztok sekundarni protilatky byl odstranén a nahrazen promyvacim roztokem 1x PBS

bez nebo s pfidavkem alternativné 0,1 %; 0,2 %: 0,4 %; 1 % nebo 10 % Tween 20 (obj./obj.,
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ptidany byly pfiblizné 0,2 f 0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy, pouZité mnoZstvi se odvijelo od
kapacity nadoby) a vzorky byly inkubovany 10 minut. Tento krok byl jesté tikrat opakovan.
Namisto 1x PBS byl v nékterych provedenich pouZit roztok vody bez nebo s Tween 20 nebo
roztok 25 mmol.I"! Tris-HCl, pH 7,4,a 150 mmol.I" NaCl bez nebo s Tween 20 (pouzité
koncentrace byly stejné jako pfi pouZiti 1x PBS). V dalSich provedenich byl namisto Tween 20
pouZit Triton X-100 (alternativng 0,1 $4 nebo 0,2 %, (obj./obj.)) nebo SDS nebo LiDS nebo
sarkosyl vSechny alternativné v koncentracich 0,01 %; 0,02 %; 0,03 %; 0,04 % nebo 0,05 %
(hmotnost/ob;.).

K) Promyvaci roztok by odstranén a byl nahrazen roztogem proteinazy K (sloZeni viz ¢ast
PouZité roztoky a chemikalie, pfidany byly ptiblizné 0,2 l33'0,4 ml roztoku na 1 cm? plochy,
pouZité mnoZstvi se odvijelo od kapacity nadoby) a vzorky byly inkubovany 30 nebo 60 minut
na laboratorni tfepa¢ce pti 300 rpm na 37 °C. Alternativné byly vzorky inkubovany pii teploté
56 °C.

L) K roztoku proteindzy K byl alternativné pfidén 109»4 nebo 20 {% vodny roztok
vymyvacich latek (SDS a/nebo LiDS a/nebo sarkosyl (hmotnost/obj.)), Vehkost pfidaného
objemu byla alternativné rovna jedné deviting, &tvrting nebo celému objemu roztoku proteinazy
K): Vzorky byly inkubovéany na laboratorni tfepacce pi1 300 rpm po dobu alternativné 10, 30

nebo 60 minut.

M) 120 pl roztoku bylo odebrano a pfeneseno do jamek Serné 96’l}amkové desticky. Signal
byl zmefen pomoci &tecky destidek, vyhodné pii excitaéni vinové délce 354 %362 nm u DAPI,
pfi excr[acm Vlnove délce 346”i3 54 nm u Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a pii ex01tacn1 vinové
délce 388% 396 (H”Hoechst 34580 a rovnéZ vyhodné pii emisni vlnove délce 451% 471 nm pro
DAPI, Hoechst 33342 a Hoechst 33258 a emisni vinové délce 430 r 450 nm u Hoechst 34580.
Korekce na pozadi u signalu poskytovaném DAPI a/nebo Hoechst byla provedena po zméfeni
signalu pochézejiciho z Petriho misek, nebo kultivaénich lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 967:(:
jamkovych desti¢ek, nebo skel bez bungk. V ptipad provedeni nékolika opakovani byl
vyhodné stanoven primérny signal v-famkéeh pochazejicich z Petriho misek, nebo kultivaénich
lahvich, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96g‘jamkovych desti¢ek, nebo skel bez bunék a bylo
pracovano s primérnymi hodnotami t&chto signald. Tento signal byl nasledné odeéten od
jednotlivych signalti vzorki s bufikami. Pomémé hodnoty téchto korigovanych DAPI a/nebo
Hoechst signali pak odraZely pomémé hodnoty mnoZstvi bungk v jednotlivych jamkach.
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V piipadé, Ze bylo nutné provést pfesné stanoveni bun&k v jednotlivych vzorcich, bylo
sou¢asn€ u nékterych vzorki stanoveno mnoZstvi bunék pomoci mikroskopu a CCD kamery a
nésledn€ vypocitan primérny DAPI a/nebo Hoechst signal v jedné butice. Timto signalem pak
byly deleny korigované DAPI a/nebo Hoechst signaly poskytované jednotlivymi vzorky a bylo
stanoveno mnoZstvi buné€k v jednotlivych vzorcich. Alternativné byly pouZity seridlné fedéné
vzorky bungk, které byly zpracovany podle zde popsaného protokolu, byla vypogitana
kalibra¢ni kfivka a nasledné bylo uréeno mnozstvi bun&k v jednotlivych vzorcich.

Signal poskytovany protilatkou konjugovanou s ﬂuorochromerg Alexa Fluor 488 byl zmé&fen
rovnéZ pomoci CteCky desticek pti excitatni vinové délce 490 ‘1{2498 nm a emisni vinové délce
510 %m530 nm. Nasledné byla nebo nebyla provedena korekce na pozadi tohoto signilu.
Stanoveni vzajemného mnoZstvi proteinu a ptipadnd korekce bylo provedeno n&kolika
zpusoby. 40

- V pfipadé€, Ze nebyla provedena korekce na pozadi u signalu poskytovanyrh protilatkou
konjugovanou s fluorochromem, byl vydélen signal poskytovany protilatkou konjugovanou s
fluorochromem korigovanym signilem poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo
vypoctenym poctem bun€k. V piipadé provedeni nékolika opakovéani, byl v nékterych
provedenich stanoven primémy signdl poskytovany protilatkou konjugovanou s
fluorochromem a priimémy korigovany signal poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo
primérny pocet bunék u téchto vzorkii a teprve nésledng byl vydélen prumémy signal
poskytovany protilatkou konjugovanou s fluorochromem primérnym korigovanym signalem
poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo primé&mym po&tem bungk. Vypoctena hodnota
pak byla pouZita pro porovnani vzajemné replikaéni aktivity v rﬁZI})"Ch vzorcich. Tato metoda
je vhodna ptedevsim v pfipadg, kdy se pouzité protilatky namifen% proti sledovanému proteinu
a/nebo protilatky konjugované s fluorochromem nevaZi siln& na bun&éné struktury a/nebo na
Petriho misky, nebo kultiva¢ni lahve, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96;f;jamkové desticky, nebo
skla, a/nebo je lze lehce odstranit promytim.

- V piipadech, Ze bylo nutné provést korekei na pozadi, bylo postupovano dvéma riznymi
zpusoby.

Vprvnim piipad¢ byl nejprve zméfen signal poskytovany protilatkou konjugovanou s
fluorochromem u vzorki s buitkami, které byly inkubovany jak s primarni, tak sekundérni
protilétkou‘, a u vzorki s buiikami, kde byla inkubace s priméarni protildtkou vynechana.
Nasledn€ byl signal u vzorkil sbuitkami inkubovanymi jak s primarni, tak sekundérni
protilétkou! a u vzorkil s buiikami, kde byla inkubace s primarni protilatkou Vynechéna} vydélen

hodnotou korigovaného signalu DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypodtenym poétem bunék.
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V pfipadg, Ze bylo provedeno n&kolik opakovani vzorkii s buiikami inkubovanyeh nebo

neinkubovan}"e'ﬁ‘ s primarni protilitkou, byl vyhodn& nejprve vypoéten primérny signal
poskytovany protildtkou konjugovanou s fluorochromem a rovn&? primémy korigovany signal
poskytovany DAPI a/nebo Hoechst a/nebo primémy poéet bungk z téchto opakovéni a ten byl
pouZit pfi t&chto i néslednych vypoctech. Zvlasté vyhodny byl tento postup v ptipad€ vzorkd s
buiikami, které nebyly inkubovény s primarni protilatkou. Nasledng byl signal poskytovany
protilatkou konjugovanou s fluorochromem vydélen korigovanym signalem poskytovanym
DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypodtenym poctem bundk. Vypodtené hodnoty pro vzorky
s buftkami, které nebyly inkubovény s primarni protilatkou, byly odeéteny od hodnot
vypoctenych pro vzorky s buiikami inkubovanymi s primarn{ protilatkou. Vypoétené hodnoty
byly, pokud to bylo nutné a nevyplynuly pfimo z pfedchoziho vypoctu, primérovany pro
jednotliva opakovani. Vypoétené hodnoty byly pouzity pro porovnani vzajemného obsahu
sledovaného proteinu detekovaného v rtiznych vzorcich. Tato metoda je vhodna ptedevsim
v ptipadg, kdy hlavni &ast pozadi je odvozena od silné vazby protilatek na bunéné slozky a jen
mala ¢ast pozadi je Epﬁsobena jejich vazbou na Petriho misky, nebo kultivaéni lahve, nebo 12-L
, nebo 24-, nebo 96—J)jamkové desti¢ky, nebo skla.

Ve druhém pfipadé byl nejprve zméfen signal poskytovany protilatkou konjugovanou s
fluorochromem u vzorkd s butikami, které nebyly inkubovany s primarni protilatkowa sou¢asné
u vzorkd s bufikami, které byly inkubovény s primarni protilatkou. Dale byl zméfen signal ve
vzorcich bez bunék. Signal ve vzorcich bez bunék byl nasledné odetten od signalu
poskytovanéx’ﬁo protilatkou konjugovanou s fluorochromem ve vzorcich s buiikami. V ptipadg¢,
Ze vzorky bez bun&k byly zpracovany v n&kolika opakovénich, byl pro dali vypoéty vyhodné
pouZit primér naméfenych hodnot signalii. Nésledng byly vypoétené hodnoty signall u vzorkd
s burikami neinkubovanyg\s primarni protilétkt{l 1 vzorki s burikami inkubovan}'/éﬁ‘s primérni
protilatkou vydéleny hodnotou korigovaného signalu DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypoltenym
poctem bunék. V ptipadé provedeni, kdy bylo provedeno n&kolik opakovani vzorkii s busikami
inkubovanycﬁi a neinkubovanyéi\a‘ s primarni protilatkou, byl vyhodné nejprve vypodten
primémy signél poskytovany protilatkou konjugovanou s fluorochromem a rovnéz pramérny
korigovany signél poskytovany DAPI a/nebo Hoechst a/nebo pramérny pocet bunék z t&chto
opakovani a ten byl pouZit pii t&chto i naslednych vypodtech. Zviaste vyhodny byl tento postup
v pipad¢ vzorku s buiikami, které nebyly inkubovéany s primarni protilatkou. Nasledné byl
signdl poskytovany protilatkou konjugovanou s fluorochromem vydélen korigovanym
signdlem poskytovanym DAPI a/nebo Hoechst a/nebo vypoctenym poctem bunék. Vypodtené
hodnoty pro vzorky s buiikami bez priméarni protilatky byly odecteny od hodnot vypodétenych
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pro vzorky s primarni protildtkou. Vypoétené hodnoty byly, pokud to bylo nutné a nevyplynuly
pfimo z pfedchoziho vypoctu, primérovany pro jednotliva opakovani. Vypoétené hodnoty byly
pouzity pro porovnani obsahu proteinti v riiznych vzorcich. Tato metoda je vhodna predev$im
v pfipadg, kdy hlavni ¢4st pozadi je odvozena od silné vazby protilatek na Petriho misky, nebo

kultiva¢ni lahve, nebo 12-, nebo 24-, nebo 96:Eamkové desti¢ky, nebo skla.
<

V nékterych provedenich byly vymyvaci latky p¥idany do roztoku proteindzy K nebo byl krok
s proteinazou K vynechan. Koncentrace vymyvacich latek v tomto kroku byla alternativng 0,2
%3 0,5 %; 1 %; 2 %; 4 %; 10 % nebo 20 % (hmotnost/obj.) a vzorky byly inkubovany na

laboratorni tfepacce pii 300 rpm po dobu alternativné 10, 30 nebo 60 minut.

V dalich provedenich bylo okamzité po inkubaci s proteinizou K pieneseno 120 pl vzorku do

jamek ¢erné 96ijamkové desticky a teprve pak byl pfidan roztok vymyvacich latek.

V nekterych provedenich byl namisto etanolu pouzit metanol nebo byla pouzita fixace

formaldehydem a permeabilizace Tritonem X-100 podle piikladu 6.
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Pouzité roztoky a chemikalie:

1. Fosfdtem pufrovany fyziologicky roztok (PBS)
10x PBS (desetinasobné koncentrovany roztok PBS):
1,4 mol.I'! NaCl
26 mmol.I"' KCI
90 mmol.I'! Na,HPO4
14 mmol.I"' KH,PO4

U
Uvedené slozky byly rozpustény v destilované vodé a pH bylo upraveno do rozmezi 7,3+7,4

1x PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok v obvyklé koncentraci)

2. Roztok jednomocné médi

Pro ptipravu vodného roztoku jednomocné médi byly pouzity dva postupy.

V prvnim postupu byla smés pfipravena smichanim stejnych mnoZstvi 8 mmol.I! vodného
roztoku siranu méd’natého a 20 mmol.I"! vodného roztoku askorbatu sodného a 40 mmol.l"!

vodného roztoku glycinu. Smés byla po smichani okamZité pouZita.
Ve druhém postupu byla smés pfipravena smichanim stejnych mnoZstvi 4 mmol.l"! vodného
roztoku siranu méd’natého a 20 mmoll" vodného roztoku hydrochinonu. Smés byla po

smichani okamzité pouzita.

3. Roztok proteindzy K

Roztok proteindzy K byl pfipraven ze zasobniho roztoku proteindzy K (20 mg.mi’,
ThermoFisher Scientific) fedénim v 50 mmol.I"' Tris, pH 8. Kone&né roztoky alternativné

obsahovaly 0,05; 0,1; 0,2; 1 a 2 mg.ml’! proteinazy K.

4. Roztok jednomocné médi s azidovanym fluorochromem

Roztok jednomocné médi a azidovaného fluorochromu obsahoval:
2 mmol.I"! siran méd'naty
10 mmol.I"! hydrochinon

10 pmol.I" azidovany fluorochrom (5-karboxyfluorescein; 5-FAM)
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Primyslova vyuzitelnost:

Pfistup je vyuZitelny v oblastech studia toxického ptisobeni latek napt. pi vyvoji novych lé¢iv
nebo v laboratofich zabyvajicimi se bun&énymi kultivacemi, technologiemi vyuzZivajicimi
DNA a vlivem riznych latek na bun&ény rist. Pfistup je vhodny jako soudast kiti pro stanoveni

mnozstvi DNA a bunék.



Tt 53 LI
PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorku pomoci fluorescenénich latek 4'.6-
-diamidin-2-fenylindolu a/nebo 4-[5-(4-metyl-1-piperazinyl)[2,5'-bi-1H-benzimidazol]-2'-y1]-
-fenol trihydrochloridu  a/nebo 2'-(4-etoxyfenyl)-5-(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-1 H-
~benzimidazol trihydrochloridu a/nebo 2'-(4-dimetylaminofenyl)-5-(4-metyl-1-piperazinyl)-
~2,5-bi-benzimidazolu, vyzna&ujici se tim,Z obsahuje nasledujici kroky:

(1) vzorky se inkubuji v roztoku, vyhodné vodném roztoku, alesponi jedné fluorescenéni latky

vybrané ze skupiny sestavajici ze 4',6-diamidin-2-fenylindolu,  4-[5-(4-metyl-1-
—piperazinyl)[2,5'-bi-1H-benzimidazol]-2"-yl]-fenol trihydrochloridu, 2'-(4-etoxyfenyl)-5-(4-
~metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazol trihydrochloridu a 2'-(4-dimetylaminofenyl)-5-
~(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-benzimidazolu, ktera se v prubéhu této inkubace navaze na

DNA ptitomnou ve vzorku;

(i1) vzorky se promyji promyvacim vodnym roztokem, vyhodné roztokem pufru, jehoZ pH je

rovn€Z vyhodné 6 aZ 8, promyvaci roztok dile s vyhodou obsahuje alespoii jeden detergent;

(iii) fluorescenéni latky navazané na DNA ve vzorku se z DNA vymyji vymyvacim vodnym,

s vyhodou pufrovanym roztokem, alespot jedné latky vybrané ze skupiny dodecylsiran sodny,

dodecylsiran litny a [dodecanoyl(metyl)amino]acetat sodny;

(iv) stanovi se mnoZstvi DNA ve vymyvacim roztoku z pfedchoziho kroku méfenim

fluorescenéniho signlu fluorescenéni latky pouzité v kroku (i).

2. Zpusob stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorku podle naroku 1, v yznacujici se t
i m, Ze promyvaci roztok v kroku (ii) obsahuje alespori jeden detergent, ktery je s vyhodou
vybrén ze skupiny zahrnujici polyoxyetylen sorbitan monolaurat, polyoxyetylen sorbitan
monooledt,  2-[4-(2,4,4-trimetylpentan-2-yl)fenoxy]etanol, 4-tert-octylfenol  dietoxylat,
dodecylsiran sodny, dodecylsiran litny, [dodecanoyl(metyl)amino]jacetat sodny, pfidem?
koncentrace detergentu v promyvacim roztoku je vyhodné v rozmezi od 0,01 % (hmotnost/obj.)
do 5 % (hmotnost/obj.) a v pfipadé pouziti dodecylsiranu sodného, dodecylsiranu litného a/nebo
[dodecanoyl(metyl)amino]acetatu sodného jako detergentu je jejich koncentrace maximalné
0,05 % (hmotnost/obj.).

3. Zptsob stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorku podle naroku 1 nebo 2, vyzna&u jic
i se tim, Ze se pied inkubaci s 4',6-diamidin-2-fenylindolem a/nebo 4-[5-(4-metyl-1-
- piperazinyl)[2,5'-bi-1H-benzimidazol]-2'-yl]-fenol trihydrochloridem a/nebo 2'-(4-etoxyfenyl)-
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~5-(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazol ~ trihydrochloridem  a/nebo 2'-(4-
—dimetylaminofenyl)-5-(4-metyl-1 -piperazinyl)—2,5'-bi-benzimidazolem)(, a/nebo kdykoli pfed
krokem (iii) provede inkubace vzorku s RN4zou, s vyhodou s RN4zou A.

4. Zpiisob stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorku, podle kteréhokoliv z naroki 1 a3, v yz
nacujici se tim,Ze vzorkem jsou buitky nebo tkan& nebo ukotvena DNA, pfi¢emz v

pFipade, Ze vzorkem jsou butiky nebo tkané, je vzorek s vyhodou fixovan.

5. Zpusob stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorku, podle kteréhokoliv z ptedchazejicich
narokli, vyznadujici se tim, Ze inkubace vzorku s alespori jednou fluorescenéni
latkou v kroku (i) se provadi pfi teplot& 0 a2 45 °C po dobu delsi nez 2 minuty; promyti vzorku
promyvacim vodnym roztokem v kroku (ii) se provadi vyhodné pfi teploté 0 az 45 °C po dobu
delSi nez 10 minut, pfi€emz v prib&hu této doby se promyvaci roztok alespori 2x vyméni za
novy, vyhodnéji se tento krok provadi po dobu 15 aZ 60 minut a vymyvaci roztok se alespor
3x vyméni za novy; vymyti fluorescenéni latky z DNA v kroku (iil) se provadi vyhodn& pii

teplote 0 az 45 °C po dobu delsi nez 2 minuty.

6. Zpusob stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorku, podle kteréhokoli z predchazejicich
narokd, vyznacujici se tim,Ze pokudjsou vzorkem buriky nebo tkang, tak se pred
krokem (iii), vyhodn&ji pied krokem (i)l provede inkubace vzorku ve vodném roztoku
obsahujicim ionty jednomocné médi, pri¢emz roztok jednomocné médi se vyhodné pfipravi

smichanim vodného roztoku siranu mé&d’natého a vodného roztoku hydrochinonu.

7. Zpusob stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorku, podle kteréhokoliv z predchozich nérok,
vyznadujici se tim,Ze pokudjsou vzorkem buitky nebo tkang, tak se mezi kroky (ii)

a (ii1) nebo sou¢asné s krokem (iii) vzorek inkubuje s proteindzou K.

8. Zpisob stanoveni mnoZstvi do DNA inkorporovaného 5 -etynyl-2'-deoxyuridinu a/nebo
5-bromo-2'-deoxyuridinu a/nebo 5-chloro-2'-deoxyuridinu a/nebo 5-jodo-2'-deoxyuridinu
a/nebo proteinii a/nebo RNA v buiikéch a tkdnich pomoci detek&nich pfistupt zaloZenych na
piimé nebo zprostfedkované vazbé fluorescenénich sond s vyjmenovanymi latkami, v yzna
Cujici se tim,Zesev pribshu téchto ptistupt nebo po Jejich skonéeni provedou kroky
(1) a (ii) zptsobu podle kteréhokoliv z narokti 1 a2 7; nasledné se provede krok (iii) zpsobu

podle kteréhokoliv z nérokit 1 aZ 7; dale se zmé&H fluorescenéni signal poskytovany
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fluorescenénimi sondami a signal poskytovany fluorescenéni latkou, pfi€emz pfed krokem (iii)
nebo v jeho priibéhu se vyhodn& provede inkubace s proteinizou K, a pted krokem (i) se

vyhodné provede inkubace vzorku v roztoku jednomocné médi.

9. Zpiisob stanoveni mnoZstvi do DNA inkorporovaného 5 -etynyl-2'-deoxyuridinu a/nebo
5-bromo-2'-deoxyuridinu a/nebo 5-chloro-2'-deoxyuridinu a/nebo § -jodo-2'-deoxyuridinu a
odvozené replikaéni aktivity v butikéch a tkanich pomoci fluorescenénich latek 4-[5-(4-metyl-
- 1-piperazinyl)[2,5'-bi-1H-benzimidazol]-2'-yl]-fenol trihydrochloridu ~ a/nebo  2'-(4-
~etoxyfenyl)-5-(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazol trihydrochloridu a/nebo 2'-(4-
~dimetylaminofenyl)-5-(4-metyl-1 -piperazinyl)-2,5'-bi-benzimidazolu, vyzna&ujici se
tim, Ze se se vzorkem bun&k nebo tkéni s inkorporovanym 5 -etynyl-2'-deoxyuridinem a/nebo
5-bromo-2'-deoxyuridinem a/nebo 5-chloro-2'-deoxyuridinem a/nebo 5-jodo-2'-deoxyuridinem
provedou kroky (i) a (ii) zptsobu podle kteréhokoliv z naroki 1 a2 7; dale se provede inkubace
s proteindzou K; po inkubaci s proteinazou K je zmé&fen fluorescenéni signal poskytnuty 4-[5-
~(4-metyl-1-piperazinyl)[2,5'-bi-1H-benzimidazol]-2'-y1]-fenol trihydrochloridem a/nebo 2'-(4-
—etoxyfenyl)-5-(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazol trihydrochloridem a/nebo 2'-
«(4-dimetylaminofenyl)-5-(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-benzimidazolem zkroku (i); nasledné
se provede krok (iii) zpisobu podle kteréhokoliv z narokii 1 aZ 7 a znovu se zmeH signal

poskytnuty fluorescenéni latkou z kroku (i).

10.  Sada pro stanoveni mnoZstvi DNA' ve vzorku zpusobem podle kteréhokoliv z
pfedchoil'ch narokdi, vyzna&ujici se tim,Ze obsahuje alespori jednu fluorescenéni
latku vybranou ze skupiny sestavajici z 4',6-diamidin-2-fenylindolu, 4-[5-(4-metyl-1-
~~piperazinyl)[2,5'-bi-1H-benzimidazol]-2'-yl]-fenol trihydrochloridu, 2'-(4-etoxyfenyl)-5-(4-
~metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazol trihydrochloridu a 2'-(4-dimetylaminofenyl)-5-
~(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-benzimidazolu; alespoii jeden detergent, s vyhodou
vybrany ze skupiny zahrnujici 2-[4-(2,4,4-trimetylpentan-2-yl)fenoxy]etanol, 4-tert-octylfenol
dietoxylat, polyoxyetylen sorbitan monoolest a polyoxyetylen sorbitan monolaurat nebo jejich
vodné roztoky; a alespoii jeden vymyvaci roztok nebo latku pro pfipravu vymyvaciho roztoku,
pficemz vymyvaci roztok je vybrany ze skupiny obsahujici vodny roztok dodecylsiranu
sodného, dodecylsiranu litného, [dodecanoyl(metyl)aminojacetitu sodného nebo jejich
kombinaci, pfi¢emZ latkou pro pkipravu vymyvaciho roztoku je dodecylsiran sodny, a/nebo

dodecylsiran litny, a/nebo [dodecanoyl(metyl)amino]acetat sodny.



56 eoe :: L X ] ... [ ]

11.  Sadapodle ndroku 10, vyznadujici se tim,Ze dale obsahuje latku pro fixaci
vzorku, s vyhodou etanol nebo metanolem stabilizovany roztok formaldehydu; a/nebo
proteinazu, s vyhodou proteinizu K; a/nebo RNézu, s vyhodou RN4zu A; a/nebo siran méd’naty

a hydrochinon.

12. Sada pro stanoveni 5-etynyl-2'-deoxyuridinu a/nebo 5-bromo-2'-deoxyuridinu a/nebo 5-
~chloro-2'-deoxyuridinu a/nebo 5-jodo-2'-deoxyuridinu inkorporovanych do DNA a/nebo pro
stanoveni odvozené replika¢ni aktivity ve vzorku zpiisobem podle naroku9, vyznaéduji
ci se tim, Ze obsahuje alespori jednu fluorescenéni latku vybranou ze skupiny sestavajici
z 4-[5-(4-metyl-1-piperazinyl)[2,5'"-bi-1H-benzimidazol]-2'-yl]-fenol trihydrochloridu, 2'-(4-
~etoxyfenyl)-5-(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazol trihydrochloridu a 2'-(4-
- dimetylaminofenyl)-5-(4-metyl-1-piperazinyl)-2,5'-bi-benzimidazolu; alespott jednu latku
vybranou ze skupiny sestavajici z 5-etynyl-2'-deoxyuridinu, 5-bromo-2'-deoxyuridinu, 5-
—chloro-2'-deoxyuridinu a 5-jodo-2'-deoxyuridinu; alespoii jeden detergent, s vyhodou vybrany
ze skupiny zahrnujici = 2-[4-(2,4,4-trimetylpentan-2-yl)fenoxy]etanol, 4-tert-octylfenol
dietoxylat, polyoxyetylen sorbitan monooleat a polyoxyetylen sorbitan monolaurat nebo jejich
vodné roztoky; a alespoti jeden vymyvaci roztok nebo létku pro ptipravu vymyvaciho roztoku,
piiCemZ vymyvaci roztok je vybrany ze skupiny obsahujici vodny roztok dodecylsiranu
sodného, dodecylsiranu litného, [dodecanoyl(metyl)amino]acetitu sodného nebo jejich
kombinaci/a pfi€emzZ latkou pro ptipravu vymyvaciho roztoku je dodecylsiran sodny, a/nebo
dodecylsiran litny, a/nebo [dodecanoyl(metyl)amino]acetét sodny; proteinzu K; dale vyhodné
obsahuje latku pro fixaci vzorku, s vyhodou etanol nebo metanolem stabilizovany roztok

formaldehydu; a dale s vyhodou obsahuje siran méd’naty a hydrochinon.

13. Pouziti zpisobu stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorku podle kteréhokoliv z narokti 1 aZ
7 a/nebo sady pro stanoveni mnoZstvi DNA ve vzorku podle narokii 10 aZ 12 pro stanoveni
mnoZstvi bunek a/nebo 5-etynyl-2'-deoxyuridinu a/nebo 5-bromo-2'-deoxyuridinu a/nebo 5-
~chloro-2'-deoxyuridinu a/nebo 5-jodo-2'-deoxyuridinu inkorporovanych do DNA a/nebo pro
stanoveni odvozené replika¢ni aktivity a/nebo pro stanoveni mnoZstvi RNA a/nebo pro

stanoveni mnoZstvi proteini.
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