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(57} Anotace:
Reseni popisuj e zpdsob zpfistupnéni pyrimidinovych
nukleosidi ve struktufe dvoufetézcové DNA pro reakei s
protilatkami. které reaguji s t€mito nukleosidy. Tento zpasob
spociva v inkubaci dvoufetézcové DNA v pFitomnosti
jednomoenych iontli médi a kysliku a/nebo aktivnich
okysticovadel. Zdrojem téchto iontit mohou byt vodné roztoky
obsahujici ionty médi, nebo se mize jednat o jednomoenou
méed', ktcra byla na IXNA navézdana, Volitelné sc pouiji
vymy vaci 1atky. Tento krok vede k odstranéni nezadoucich
latek vznikajicich v pribshu inkubace v roztoku s ionty
jednomocené médi. Miru zpHstupnéni je mozné zvysit pomoci
nasledné inkubace DNA s enzymem majicim exonukleazovou
aktivitu. DNA je rownéZ mozné nejprve inkubovat v roztoku s
dvojmoenymi ionty médi. tyto nésledng pfeménit v
jednomocné ionty inkubaci v mztoku s redukujicimi latkami a
poté v pfitomnosti kysliku vyvolat §t&peni DN A, V tomto
pfipadé je zpravidla stupen zpFistupnéni nizéi nez v roztocich s
obsahem jednomocnych fontd a vy?aduje pouziti nasledného
zpiistupnéni pomoci enzymu s exonukledzovou aktivitou.




Zpisob zpfistupnéni specifickych pyrimidinovych nukleosidd ve struktufe dvoufetézcove
DNA pro reakei s protilatkami, které s témito nukleosidy reaguji.

Oblast techniky

Vynilez se tyki zplsobu zp¥istupnéni specifickych  pyrimidinovych nukleosidii
ve dvoufet€zcové DNA pro jejich naslednou reakci s protilatkami. Pfikladem takovych
nukleisldu Jje 5-bromo-2"-deoxyuridin, 5-chloro-2 -deoxyuridin, 5-jodo-2’-deoxyuridin nebo
5-metyl-2'-deoxycytidin.

Dosavadni stav techniky

PouZiti systémit zaloZenych na reakei nukleosidi, kters Jsou souddsti DNA, se specifickymi
protilitkami je b&né jak v zikladnim, tak aplikovaném vyzkumu. PFkladem takto
pouzivanych nukleosidi je S-bromo-Z'-dequuridin (BrdU), 5-chloro-2'-deoxyuridin (C1du),
5-jodo-2'-deoxyuridin (IdU) nebo 5-met'§7l—2’-deoxycytidin (MC). Jejich pouziti dovoluje
napf. rychlou analyzu bun&nych populaci z hlediska Jejich prolifera&ni aktivity. Dal3i vyuziti
spo¢ivad v izolacich fragmenti DNA znacenych modifikovanymi nukleosidy. Své uplatnéni
maji 1 ve vyzkumu DNA replikace.

JelikoZ specifické nukleosidy jsou ve struktufe dvoufetszcové DNA zpravidla nepfistupné pro
[‘CakCI s protilatkou, je pro jejich zphstupném nutné pouZit specialni kroky (Genes Dev, 14,
2855:2868 J Cell Sci, 1185, 4037;4051) které jsou naprosto kli¢ové napt. pro nasledujici
detekce nebo izolace dvoufetézcové DNA. Prikladem téchto krokii i Je pouZiti roztokd kyseliny
chlorovodikové (depurinace), hydroxidu sodného (rozvolnéni struktury DNA v diisledku
deprotonace nukleobdzi), pouZiti DN4zy I nebo smési DNazy I a exonukledzy. Nevyhodou
systtmil zaloZenych na pouZiti mineralnich kyselin a hydroxidd je fakt, 7e¢ dochizi
k vyraznym zmé&ndm struktury butiky a soufasné k silnym, t€Zko kontrolovatelnym
destrukcim nejen DNA a RNA, ale rovn&: proteinit a proto tento zpiisob zpfistupndni
neumoZiiuje sou¢asnou lokalizaci DNA a proteinii. U DNazy I a smési DNazy I a
exonukledzy je nevyhodou slaby signal v porovnani se signalem ziskanym pHi pouziti kyselin

¢i hydroxidu,




Podstata vynalezu

Pfedkladand ptihlatka vynilezu popisuje postup umoZiujici efektivni zpfistupnéni
pyrimidinovych nukleosidii ve struktufe dvoufetézcové DNA pro reakci se specifickymi
protilatkami. ZpFistupnéni je moZné provést jednostupitové nebo dvoustupiiové,

V piipad® jednostupiiového postupu je DNA inkubovéna s jednomocnymi ionty médi. Méd'né
ionty je mozné v roztoku generovat in situg fedukci méd'natych iontl, napt. pomoci asicﬁo'rbétu
sodného, hydrazinu nebo tris(2-karboxye¥1)fosfinu (TCEP) (Pharm Res, 25, 2216x2230).
Jinou moZnosti je pHma aplikace m&dnych soli, napf. meéd’nych halogenidi v podob# jejich
roztokd (viz pfedchozi citace). Daldi monosti Je pouziti komplexd obsahujicich Jjednomocnou
med’, jako je hexafluorfosforeénan (tetraacetonitrilo)mé&d’ny ([Cu(CH3CN)4])PFs), nebo
tetrafluoroboritan (tetraacetonitrilo)m&d’ny ([Cu(CH;CN)4]BF4). Vzorky obsahujici DNA jsou
pak inkuboviny v t&chto roztocich, Alternativni moZnosti je inkubace vzorkf nejprve
v roztoku obsahujicim m&d'naté ionty, kdy se vyuzZije schopnosti m&d’natych iontli vazat se na
DNA a nésledné se bud’ okamzit8, nebo az po promyti inkubuji vzorky v roztoku, ktery

redukuje méd'naté jonty na méd'né ionty.

Pro zpfistupnéni je podle piedkladanych nalezi dilezita i pfitomnost kysliku. Proto je
vyhodné pro rychlé zprlstupném nukleosidd vzorky v pritbéhu inkubace s mad’ nymi ionty,
nebo okamZité po redukei méd: natych ionti vizanych na DNA na ionty méd'né,a to jeste
v redukénim roztoku, aktivné provzdusfiovat, napf. klasickou laboratorni tfepatkou nebo
probublivinim smési vzduchem, pfipadné kyslikem a tim zabezpegit piistup kysliku.
Provzdusfiovani je moZné provést také nisledng, az po inkubaci s m&dnymi jonty nebo po
pfeméné méd’natych iontit vazanych na DNA na ionty mid'né, v promyvacich roztocich,
pfiemZ v obou pfipadech se Pii zpiistupnéni vyuZivd mé&d'nych ionti vazanych na DNA.
Namisto provzdulfiovani lze pouZit i aktivni okysli€ovadla. Pkladem je pouziti
monopersiranu  draselného (2KHSO5.KHSO4.K;804], peroxidu  vodiku [Hz0;],
dihydrogenperoxofosforeénanu  draselného [KH2POs], nebo peroxoboritanuy sodného
[Nax(B204(OH)4).6H,0].

Podle nadich zji¥téni je mira zpfistupnéni pfimo iméma koncentraci méd'nych iontd a Sasu
inkubace DNA s m&d'nymi ionty, at’ jiZ v pHtomnosti nebo nepfitomnosti, respektive velice

omezené piitomnosti kysliku, které se dosihne probublavanim smési napf. dusikem nebo




ptipravou roztokd jednomocné médi v pfevafené vodé a naslednou inkubaci v uzavienych
nadobach. V p¥ipadé inkubace v nepfitomnosti kysliku dochazi se zvySujicimi  se
koncentracemi a rovné? s nariistajicim Sasem inkubace k vy3§imu navézani méd'nych iontd na
DNA. Pro zpfistupnéni je viak nutni nasledujici inkubace v roztocich obsahujici kyslik
a/nebo v roztocich obsahujici aktivni okysli¢ovadla. Tyto dva kroky: 1) navézini médnych
iontl v nepfitomnosti nebo omezené pfitomnosti kysliku a 2) inkubace v roztocich
obsahujicich kyslik, je moXné mnohonisobné opakovat, aby se dosahlo zvy¥eného
zpfistupnéni.

Pti inkubaci vzorkdl v pitomnosti kysliku dochazi k postupné pFeméng méd'nych jontd zp&t
na médnaté ionty. Proto je nutné po urdité dobg, po niZ dojde k liplné pFem&nd méd'nych
iontlt na mé&d'naté ionty, zpravidla doprovazené zm&nou zabarveni roztoku, tyto roztoky pro
daldi zvy¥eni miry zpfistupn&ni nahradit novymi roztoky médnych iontd. Takto Ize
postupovat az do dosaZeni dostateéného zpfistupnéni. Z praktického hlediska je vhodné
pouZivat koncentrace m&d'nych ionti pohybujici se v fadech mmol.1" a &asi v ¥adech desitek
minut. Nicméné podle ziskanych vysledkd ke zpHstupnéni dochézi ji¥ za pouZiti daleko
nizdich koncentraci v fadech umol.I" a Sasdi v Fadech né&kolika sekund.

Dale bylo zjisténo, 2e dilleZitym pfedpokladem dsp&iné interakce protilatky se sledovanymi
nukleosidy v DNA je nasledné odstranéni nezddoucich malo rozpustnych produkti médi,
které vznikaji v priibéhu zpKistupnéni nukleosidii. Nebylo testovéno, zda se jedna o
slou¢eniny médi nebo o kovovou méd’, aviak v zavislosti na jejich mnoZstvi je nutné jejich
odstranéni. Takové odstranéni je zpravidla nezbytné v piipadech delSich inkubaci DNA
v prostfedi s ionty jednomocné médi. Predeviim se Jedna o ptipady, kdy se vzorky v priib&hu
inkubace zabarvi.

K odstranéni neZadoucich produktt dochéz pfi inkubaci vzorkd v roztocich nasledujicich
latek (dale jen vymyvaci latky) kyseliny etylenglykol-bis(2- -aminoetyléter)-N,N,N’, N'-
- tetraoctove (EGTA), kyseliny eﬁ/lendlammotetraoctové (EDTA), kyseliny 4-(2- hydroxyetyl)
-1 plperammalhsulfonovc {Hepes), kyseliny 3- [4 (2- hydroxycf.yl) 1-piperazinyl]-
propansulfonové (Hepps), kyselmy N- [tns(hydroxymetyl)metyl] 3-amm0propansulfonove
(TAPS), N,N-bis(2- hydroxyetyl)glycmu (Blcm), N [ms(hydroxymetyl)mctyl]glycmu (Tricin),
kyseliny 2-[(2-hydroxy-1,1- b1s(hydroxymetyl)et?l)ammo]etansulfonove (TES), kyseliny N-
- (karbamoy]metyl);mmodloctove (ADA),  kyseliny  N-bis(2- hydroxyety]) 2-ammoet‘an—
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sulfonové (BES), ;,2-bis(hydroxymef§‘l)-2,2',2"—nitrilotricﬁﬂ101u (BIS-TRIS),
tris(hydroxymet§l)aminometinu (Tris), glycyl-glycinu, kyseliny B-hydroxy-4-

- morfolinpropansulfonové (MOPSO), kyseliny piperazin-N,N'-bis(2-hydroxypropansulfonové)
(POPSO), glycinamidu, D- a L-a-aminokyselin (napt. glycinu, alaniny, serinu, prolinu,
lysinu, argininu, asparag'bnu, glutaminu, kyseliny aspara)gové, kyselinyaglutamové, citrulinu,
threoninu), aToniaku, etinolaminu, dietanolaminu, trietdnolaminu, dietlaminu, triet§laminu,
diisopropyle®ylaminu, diisopropylaminu, v principu je mo#né pouZit jakykoli pn'm:i‘l i nebo
sekundamni amin. K odstranéni tdchto produktl dochdzi i v roztocich obsahujicii aktivni
okysli¢ovadla jako monopersitan draselny, peroxid vodiku, dihydrogen-peroxofosforetnan

draselny, nebo peroxoboritan sodny. Je moZné rovnéZ pouit kombinace t&chto latek.

JelikoZ neZddouci produkty jsou relativng silng zabarvené, jejich odstranéni doprovazi
odbarveni vzorku. Pro tspésnou interakci sledovaného nukleosidu s protilatkou je nutné
preparaty odbarvit ipingé. Také pHi tomto kroku je vyhodné preparaty ohsahujici DNA
provzduSitovat. Se zvySujici se efektivitou provzduSfiovani dochazi k rychlej$imu odstran&ni
neZadoucich produkti. Rovné? zvysujici se koncentrace vymyvacich litek vede k rychlejéimu
vymyti.

Krom¢ pritomnosti vymyvacich latek nebyly zjistény dalsi specifické pozadavky na sloZeni
pouZivanych roztokﬁla to at’ jiZ obsahujicich jednomocné ionty médi a/nebo vymyvaci latky.
Podle ziskanych vysledki je tudi¥ mo¥né v pfipad® potfeby pouZit napf. p¥idavky soli typu
chloridu sodného nebo draselného. Ziskané vysledky rovn&Z ukazaly, Ze s vyjimkou EDTA a
EGTA je mozné vymyvaci latky nebo Jejich kombinace pFidat pfime do reakéni smési. Tim se
docili zdsadniho sniZeni tvorby nezadoucich nerozpustnych produkti a vyrazného zkraceni
doby promyvéni v roztocich vyse uvedenych vymyvacich latek, nebo tipiného odstranéni
nutnosti promyvéni. Zpravidla postatuje jen kritké promyti pted inkubaci s protilatkou, nebo
piidani nékterych z uvedenych latek, nebo jejich kombinaci pfimo do smési s protiltkou i bez
potfeby viazeni promyvaciho kroku. Pro spravnou reakei protilitek s proteiny, proti kterym

byly tyto protilatky cileny, je rovnéz dillezité odstran&ni nerozpustnych produktit médi.

Inkubace vzorkil s obsahem DNA ve vodné smési s Jednomocnymi ionty médi, ktera je
volitelné dopln&né o vymyvaci latky, ptipadné inkubace vzorkii nejprve s dvojmocnymi ionty
médi a jejich nasledna redukce na Jjednomocné ionty, tedy vede, v pfitomnosti kysliku, ke

zpfistupnéni  nukleosidi ve struktufe dvoufetézcové DNA, pricemz tento krok




nevyvold degradaci proteinil. Okyslideni je moné provést b&hem inkubace vzorki s obsahem
DNA v roztoku s jednomocnymi ionty, ptipadn& okamZité po preméné dvojmocnych ionti
vazanych na DNA na jednomocné ionty, nebo aZ v promyvacich roztocich. K okyslieni
dostatuje provzduStovani vzorki pomoci michéni, napf. na klasické laboratorni tfepalce.
Altenativné je moné pouit aktivni chemicks okysli¢ovadla, pfipadn& probublavéni
vzduchem nebo kyslikem. Nadto k reakci protilitky s nukleosidy, p#padng protilatky
s proteiny, je tfeba odstranit vzniklé nerozpustné produkty obsahujici atomy médi. Tyto
produkty jsou efektivng odstranény vdinkem vymyvacich roztokdl v pfitomnosti kysliku.
K okysli®ovani pouZitych smési dostatuje promichavani pouZitych smési za pistupu
vzduchu. Celou popsanou proceduru Je moZné nekolikrat po sob& opakovat, pii¢emz dochdzi
k odpovidajicimu zvy¥eni zpHstupnéni pytimidinovych nukleosidd. Vyjimkou Je pfipad, kdy
se vzorky nejprve inkubuji s m&d’natymi ionty, které jsou aZ ndsledns pfeménény na
jednomocné ionty. V tomto piipad® vliv opakovéni byl velice nizky. Pravd&podobné se jedn4
o0 disledek sekvendni specifity méd’natych iontd, kdy se tyto ionty vdZou jen na urdité
sekvence DNA. Tento pfistup proto poskytuje nejslabsi signal a zpravidla vyZaduje pro
dostate€nou miru zpfistupnéni provedeni druhého stupné postupu.

Zpfistupnéni sledovanych nukleosidd ve dvoustuptiovém postupu zahrnuje po prvni fazi, ktera
byla popséna v pfedchozi &4sti, inkubaci v pfitomnosti enzymu, ktery ma exonukledzovou
aktivitu, pfiCemz se vyuziva faktu, e v prib&hu prvniho stupng veznikaji pferuSeni v Fetdzcich
DNA a v mistech téchto pferuseni je posléze zahdjeno odbouravani &4sti pferuencho fetézce.
Pouziti exonukle4zy pro zpfistupnéni nekterych nukleosidd jiZ bylo popsano, ale jednalo se o
studie, vyZadujici rovndz reakci s DN4zou. Tato reagkce byla provedena soudasné s piisobenim

exonukledzy nebo jest® pred jejim plisobenim.

Ve zde pouZitém postupu se k vytvofeni preruleni v DNA pouZiva zcela odlisny prmc:p ato
pravé vyse popsanou reakci DNA s jednomocnou médi. Bez pouziti prvniho stupné neni krok
senzymem s exonukledzovou aktivitou G&inny a nedovoluje zpFistupn&ni sledovanych
nukleosidd. Prvni stupefi musi nadto zahrnovat i aplikaci vymyvacich latek. Bez odstran&ni
nerozpustnych produktd obsahujicich atomy médi exonukleizova reakce neprob&hne. PH
jejich odstranéni se postupuje stejns, jako v piipad¢ jednostupiiové vizualizace. To znamena,
Ze tyto latky jsou obsaZeny v roztoku obsahujicim jonty jednomocné medi ji pii inkubaci,
v promyvacim roztoku nebo ptimo v roztoku s enzymem s exonukledzovou aktivitou. Obecné

plati, Ze pfitomnost vymyvacich latek v roztoku s ionty médi vede ke zkriceni dasu nutného k




promyvani v roztocich vymyvacich latek nebo k dplnému odstrangni nutnosti pouZiti
speciélnihq) vymyvaciho kroku a postati pfidat vymyvaci latky jen do inkubadniho roztoku
obsahujiciCenzym s exonukledzovou aktivitou. Popsany dvoustupfiovy postup vyZaduje
TovnéZ kratdi ¢as inkubace v prostfedi, které obsahuje atomy médi a zpravidla poskytuje
stejny nebo vy3¥i signdl ne? jednostupfiovy pistup. Reakce s protildtkou tedy miize
nasledovat:

- po provedeni prvniho stupné

- v prub&hu druhého stupn& soudasné v roztoku s enzymem s exonukledzovou aktivitou

- aZ po inkubaci v roztoku s enzymem s exonukleizovou aktivitou.

Jednostuptiovy postup zpfistupnéni je vhodny zejména v ptipadech, kdy neni nutné zkracovat
dobu inkubace v prostfedi obsahujicim ionty médi a naopak maji byt minimalizovany
naklady. Opakovini jednostupfiového ptistupu vede ke zvyseni signalu. Naproti tomu pouZiti
dvoustupiiového p¥istupu je vyhodné v pripadg, Ze neni Zidouci dlouh4 inkubace v prostiedi

s ionty médi a prioritou je dosaZen{ vysokého signalu v relativng kratkém Gase.

Popsany pfistup, at’ jiZ v jednostupiiové nebo dvoustupfiové formg, je mozné pouzit napf. pfi
detekeich replikované DNA a pIn& nahrazuje pFistupy, zaloZené na inkubacich v minerilnich
kyselinach a hydroxidech nebo Cisté enzymatické pristupy. Hlavni vyhodou tohoto pfistupu
oproti dosud pouZivanym metodikdm je odstranéni degradace proteinovych sloZek a moZnost
kontrolovat miru degradace DNA a RNA. Popsany piistup je Setrny k bunééné struktufe a
proteiniim. Je vyuZitelny v pfipadech, kdy je nutné provadét soudasné lokalizace proteind a
DNA nebo v pfipadech, kdy je tfeba izolovat pomoci interakce protilitek s nukleosidy
obsazenymi v DNA proteiny vizané na tuto DNA. Oproti pHistupiim zaloZenych na Cisté
enzymatickych metodach se jedna o zpiisob, ktery poskytuje daleko siln&jéi signal.

Navic je moZné, v zavislosti na potfebach, zvolit bud’ jen jednostupiiovy pFistup zaloZeny na
Castedné degradaci DNA v ptitomnosti iontd médi, nebo pouzit pristup realizovany ve dvou
stupnich, kdy po prvnim stupni nasteduje exonukledzové $t&peni. Vyu¥iti uvedeného zpiisobu
Ize oCekavat pfi vyrob& sad dodivanych pro zakladni vyzkum, jako napt. sady pro detekci
replikované DNA. Sada pro detekei BrdU v replikované DNA vyuzivajici smési enzymf pro
zpfistupnéni BrdU ve struktufe DNA je moment4ln& k dispozici napfiklad od firmy Roche.
Ve srovnani s touto sadou poskytuje zplisob popsany v pfedkladané pfihlisce vynilezu
vyznamne silndj§i signal.




Novost pfistupu spodiva v pouZiti iontlt médi pro zpfistupnéni pyrimidinovych nukleosidi ve
dvoufetézcové DNA a rovn&Z ve spojeni tohoto kroku s naslednou exonukledzovou reakci.
Takovy pfistup zatim pro zpfistupnéni pyrimidinovych nukleosidii pro reakei s protilatkami
ve struktufe DNA nebyl podle dostupného stavu techniky pouzit.

SouCasné s touto pfihladkou je podivana i druhd pfihlaska, ktera popisuje zpisob detekce
dvoufet®zcové DNA. Atkoli i druha pFihlagka vychézi z plisobeni jednomocné médi na DNA,
vysledkem je detekce jakékoli DNA, zatimco podle zde popsaného zpisobu lze detekovat
vyhradné ty &dsti DNA, které obsahuji pyrimidinové nukleosidy.

Pichled obrazkli na vykresech

Obr. 1  znazoriuje detek01 BrdU (a) a oproteinu  SC35 (Proc. Natl
Acad. Sci. USA, 89, 1725!1 729) (b) po zpfistupnéni BrdU pomoci vodného roztoku
jednomocné mé&di v p¥itomnosti 0,2 mol.I" Hepes a nasledném exonukieazovém triveni

(dvoustupiiova reakce).

Piiklady provedeni vynalezu

Seznam pouzitych zkratek
HeLa bunéna linie lidskych epitelidlnich bun&k
DMEM Dulbeccova medifikace Eaglova média
PBS fosfatem pufrov%ny fyziologicky roztok
TCEP tris(2-karboxyety1)fosfin

BrdU 5-bromo-2’-deoxyuridin

CidU 5-chloro-2'-deoxyuridin

IdU 5-jodo-2'-deoxyuridin

MC 5-metyl-2' deoxycytldm

EGTA kyselina ety]englykol-bls(2—ammoetyleter) N,N,N',N'-tetraoctova
EDTA kyselina etylendlammotetraoctova

S-MEM modifikace Eaglova minimélniho média pro suspenzni buiiky




Piiklad 1
Zptistupnéni a detekce mist s inkorporovanym BrdU, CldU nebo IdU ve struktufe DNA
pomoci méd'nych iont v buiikach ptisedlych na podloZnich skli¢kach,

Nasledujici postup popisuje zptistupnéni a detekci mist v DNA s inkorporovanym BrdU,
CIdU nebo IdU v HeLa burikich pfisedlych na podloznich skli®kéch. Neni-li uvedeno jinak,
velkeré kroky byly provadény p#i teplot& mistnosti, pfi€emz kroky nasledovaly po sobé& bez
dal3ich prodlev.

A) Lidské HeLa buiiky (dale jen vzorky) byly pé&stovany v Petriho miskach na kruhovych
sklech o prim&ru 13 mm v ristovém médiu DMEM § L-glutaminem (Gibco) s 10%
(obj./obj.) fetalnim telecim sérem (PAA Laboratories), 1% (obj./obj.) gentamicinem a 0,85 g1
NaHCO; v atmosféfe s 5% (obj./obj.} CO, pfi 37 °C.

B) Druhy den po pasaZi byl do riistového média pfidan BrdU v koneéné koncentraci 2
pmol.I". Vzorky byly inkuboviny 10 minut v atmosféte s 5% (obj./obj.) CO, pii 37 °C.
Alternativné byl do riistového média pFidan C1dU nebo IdU ve stejné koncentraci jako BrdU.

C) Nasledné bylo ristové médium odstrangno a nahrazeno pufrem (1x PBS, sloZeni viz
¢ast PouZité roztoky a chemikalie, plidany byly pfiblizn& 1 a% 2 ml pufru na 4 cm? plochy).

D) Pufr byl odstrangn a vzorky byly 10 minut fixovany 2% (hmotnost/obj.) roztokem
formaldehydu v 1x PBS (pH 7,4; 1 az 2 ml fixaniho roztoku na 4 cm’ plochy).

Alternativné byly vzorky fixoviny metinolem a néi,lcdné acetonem. V tomto pfipadé byla
skla se vzorky nejdfive inkubovana 10 minut v meinolu pfi teploté -20 °C (pfiblizné 1 az 2
ml meénolu na 4 cm? plochy) a nasledn& ponotena na 30 sekund do kadinky s 50 ml acetonu
o teplot¢ mistnosti, skla se vzorlgy pak byla usuiena a po usuleni poloZena do Petriho misky

s 1x PBS. V pipad? pouiti metanolu a acetonu ndsledoval krok G),

E) Roztok formaldehydu byl odstranén a vzorky byly pfevrstveny 1x PBS (pHblizné | az
2 ml 1x PBS na 4 cm? plochy). Po 5 minutach byl pufr odstranén a nahrazen novym o stejném
sloZeni. Tento krok byl opakovén jet& jednou.




F) Nasledné byl pufr odstranén. Vzorky byly 10 minut permeabilizovény 0,2% (obj./obj.)
roztokem Tritonu X-100 v 1x PBS (pfiblizn& 1 a2 2 m] permeabilizaéniho roztoku na 4 cm?
plochy). Po odstran&ni permeabilizaéniho roztoku byly vzorky pfevrstveny 1x PBS (pfiblizné
1 a2 2 mi 1x PBS na 4 cm® plochy).

G) Po 5 minutich byl roztok 1x PBS odstran®n a nahrazen stejnym mnoZstvim téhoz
roztoku. Tento krok byl opakovan je§t& jednou,

H) Z misck byl odstranén roztok 1x PBS, vzorky byly pfevrstveny stejnym mnoZstvim
0,5x PBS, po I minuté byl roztok 0,5x PBS odstran&n a nahrazen stejnym mnoZstvim 0,25x
PBS. Nakonec byl uvedeny roztok ze vzorkdi odstranén a vzotky byly pFevistveny
destilovanou vodou (pfiblizng 1 a2 2 ml vody na 4 cm? kultiva&ni plochy). Po 5 minutich byla
voda odstrangna a nahrazena stejnym mnoZstvim destilované vody. Pak byla skla se vzorky
vyjmuta pomoci pinzety z Petriho misky a pfebytek vody byl odsat pomoci filtraéniho papiru
tak, Ze skla se vzorky byla polofena stranou bez vzorkt na filtradni papir. Poté byla skla se
vzorky poloZena na kapky destilované vody na parafiilmu (50 pl’kapka). Skla sméfovala
vzorkem smé&rem dol do kapky vody.

) Nasledng byl pfebytek vody ze vzorkd odsat pomoci filtratniho papiru tak, Ze byl
filtraéni papir jemné& ptiloZen k hran& skla a skla se vzorky byla pfemisténa do inkuba¢niho
roztoku (IR) v Petriho misce (1,5 ml roztoku na 9 cm? plochy, sloZeni inkubaéniho roztoku je
uvedeno v Casti PouZité roztoky a chemikélie). Alternativng byla Petriho miska zcela zaplnéna
IR. Tim doflo k minimalizaci provzduifiovani smé&si. V daltim pfipad¢ byla plna Petriho
miska po uzavfeni omotana po obvodu parafilmem, nebo byla smés po celou dobu inkubace
probublavina dusikem. Skla byla umist#na do Petriho misek tak, Ze sméfovala vzorky nahoru

do roztoku.

J) Petriho misky se vzorky na sklech byly pfemistény na tfepaCku (PS-M3D, Grant-Bio)
a zde inkubovéany alternativné po dobu 20 sekund, 10, 30 minut a 3 hodin pfi rychlosti 30
ota¢ek/minutu. Nekteré vzorky, které byly inkubovény v 1,5 mi IR, byly alternativng namisto

michani na tfepatce probublavany vzduchem nebo kyslikem.

K)
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a) Inkuba¢ni roztok byl odstranén a vzorky byly pfevrstveny destilovanou vodou (pfiblizné 1
aZ 2 ml vody na 4 cm’ plochy). Po jedné minuté byla voda odstranéna a nahrazena stejnym
mnoZstvim vody. Tento krok byl opakovan jests jednou a nasledoval postup podle bodu L.

b) Alternativng byl inkuba&ni roztok odstranén a ke vzorkiim byla ptidana destilovana voda
(pfiblizn¢ 1 a% 2 ml vody na 4 cm? plochy). Po jedné minut& byla voda odstranéna a nahrazena
stejnym mnoZstvim vody. Tento krok byl opakovén je¥t& jednou. Nésledné byla voda
odstranéna a ke vzorkiim bylo na 1, 5, 30 nebo 120 minut pfiddno stejné mnoZstvi alternativng
0,001; 4 nebo 100 mmoll’ stabilizovaného roztoku monopersiranu  draselného
(2KHSO5.KHS04.K;504). V n&kterych pfipadech byl namisto stabilizovaného roztoku
monopersiranu  draselného pouZity vodny roztok peroxidu vodiku (H;O;), nebo
dihydrogenperoxofosforetnanu draselného (KH;POs) nebo  peroxoboritanu sodného
[Nax(B204(OH)4).6H,0] (ve viech pfipadech pfibliZne 1 aZ 2 ml roztoku na 4 ¢m? kultivadni
plochy). Jejich koncentrace byly stejné jako koncentrace u monopersiranu draselného.
Uvedené roztoky byly pipraveny tésn& pred plidanim k buiikAm. Po inkubaci byly tyto
roztoky odstranény a bylo pokradovano podle bodu K a).

L) Voda byla odstranéna a nahrazena vymyvacim roztokem (1,5 m! roztoku na 9 cm?
plochy). SloZeni vymyvaciho roztoku je uvedeno v &4sti PouZité roztoky a chemikélie. Petriho
misky se vzorky na sklech byly pfemistény na tfepalku a zde byly inkubovany bud’ do
odbarveni, minimélné ale 10 minut, nebo v pfipad® nezabarvenych skel alternativng 1 minutu,
30 nebo 60 minut. V prib&hu vymyvani byla skla vZdy po 5 minutach nadzvednuta pinzetou
tak, aby do3lo k vymyti prostoru pod skly a rovnéz spodni strany skla. V ptipad& skel
inkubovanych 1 minutu ve vymyvacim roztoku, byla skla nadzvednuta po 30 sekundach. Skla
byla v priibé¢hu nadzvedavani zcela ponofena v roztoku. Alternativné byl vymyvaci roztok
probublévin vzduchem nebo kyslikem. V n€kterych pfipadech byl vymyvaci krok zcela
vynechdn a bylo pokradovano bodem Q.

M) Vymyvaci roztok byl odstranén a vzorky byly pfevrstveny destilovanou vodou
(pfiblizné 1 aZ 2 m! vody na 4 cm? plochy). Po 2 minutach byla voda odstranéna a nahrazena

stejnym mnoZstvim vody. Tento krok byl opakovan jedté jednou,

0) Naésledné byla provedena detekce BrdU, CldU nebo IdU pomoci protilitek.

. Po inkubaci v IR a promyti
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a) Z misek byla odstrangna voda, vzorky byly pfevrstveny stejnym mnoZstvim 0,25x
PBS, po jedné minut& byl roztok 0,25x PBS odstranén a nahrazen stejnym mnoZstvim
0,5x PBS. Po jedné minut® byl roztok 0,5x PBS odstranén a vzorky byly pfevrstveny
roztokem 1x PBS (ptiblizné 1 aZ 2 ml roztoku na 4 ¢cm? plochy). Dile byla skla se vzorky
vyjmuta pomoci pinzety z Petriho misky a pfebytek pufru byl odsat pomoci filtragniho
papiru tak, Ze skla se vzorky byla poloZena stranou bez vzorkd na filtradni papir. Skla
se vzorky byla polozena na kapky 1x PBS na parafilmu (50 pl/kapka). Skla sméfovala
vrstvou se vzorky smérem dolii do kapky.

b) Nésledn& byly vzorky inkubovany 30 minut s my3i anti-bromodeoxyuridinovou
protilatkou (Roche Diagnostics, klon BMC 9318, ¥edéni 1:20 v 1x PBS) na kapkich o
velikosti 20 pl.

c) Skla se vzorky byla pfenesena na kapku 1x PBS. Po 5 minutich byla skla se vzorky
pfenesena na novou kapku 1x PBS stejného sloZeni. Tento krok byl jest& tfikrat
opakovan,

Alternativn€ byl v bodech a), b) i c) roztok 1x PBS nahrazen vymyvacim roztokem
s pfidavkem 100 mmol.l’ NaCl. Koncentrace vymyvacich latek byly stejné jako
v pfipadé jejich pouZiti ve vymyvacich roztocich.

II. Po inkubaci s enzymem s exonukledzovou aktivitou

a) Skla se vzorky byla vyjmuta pomoci pinzety z Petriho misky a pfebytek vody byl
odsat pomoci filtra¢niho papiru tak, %e skla byla poloZena stranou bez vzorki na filtraéni
papir. Skla se vzorky pak byla poloZena na kapky destilované vody na parafilmu (50
nl/kapka). Skla sméFovala vrstvou se vzorky smérem doli do kapky vody.

b) Vzorky byly inkuboviny 30 minut s enzymem s exonukleizovou aktivitou (pouZité
enzymy a sloZeni jejich roztokid je uvedeno v &asti PouZité roztoky a chemikélie) na
kapkéch o velikosti 20 pl.

¢) Skla se vzorky byla ptenesena na kapku destilované vody (50 pl). Po 2 minutich byla
skla se vzorky pfenesena na novou kapku destilované vody. Tento krok byl je¥té tFikrat
opakovan. Nésledng byla skla se vzorky pienesena na kapku roztoku 0,25x PBS, po jedné
minuté na kapku 0,5x PBS a po dalsi jedné minutd na kapku 1x PBS (50 ul kapka ve
vsech pfipadech). Po 5 minutach byla skla se vzorky pfenesena na novou kapku 1x PBS

(50 pl) stejného slozeni.
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d) Skla se vzorky byla inkubovina 30 minut s my3i anti-bromodeoxyuridinovou
protilatkou (Roche Diagnostics, klon BMC 9318, fedéni 1:20 v 1x PBS) na kapkich o
velikosti 20 pl.

e) Skla se vzorky byla pfenesena na kapku (50 ul) 1x PBS. Po 5 minutich byla skla
s buitkami ptenesena na novou kapku 1x PBS (50 pl) stejného sloZeni. Tento krok byl
jesté tfikrat opakovan.

Alternativng byl v bodech a), b), c), d) a e) roztok PBS nahrazen vymyvacim roztokem
s pfidavkem 100 mmol.I"' NaCl. Koncentrace vymyvacich litek byly stejné jako v pfipads
jejich pouziti ve vymyvacich roztocich.

III. Spole&né s enzymem s exonukledzovou aktivitou

a) Skla se vzorky byla vyjmuta pomoci pinzety z Petriho misky a pFebytek vody byl
odsat pomoci filtratniho papiru tak, Ze skla se vzorky byla poloZena zadni stranou na
filtratni papir. Pak byla skia se vzorky poloZena na kapky destilované vody na parafilmu
(50 plkapka). Skla sméfovala vrstvou ptisedlych bun&k smérem doli do kapky vody.

b) Skla se vzorky byla inkubovéna 30 minut ve smési mysi anti-bromodeoxyuridinové
protilitky a enzymu s exonukleiazovou aktivitou (pouZité enzymy a sloZeni roztokii je
uvedeno v ¢dsti PouZité roztoky a chemikiélie) na kapkach o velikosti 20 pl.

¢} Skla se vzorky byla pfenesena na kapku destilované vody (50 ul). Po 2 minutach byla
skla se vzorky pfenesena na novou kapku destilované vody. Tento krok byl jeSt& tFikrat
opakovén. Nésledné byla skla se vzorky pFenesena na kapku roztoku 0,25x PBS, po jedné
minut& na kapku 0,5x PBS a po dal3i jedné minuté na kapku 1x PBS (50 ul kapka ve
viech piipadech). Po 5 minutich byla skla se vzorky pfenesena na novou kapku (50 pl)
1x PBS stejného sloZeni.

Alternativné byly v bodech a), b) a c) roztoky PBS nahrazeny vymyvacim roztokem
s pfidavkem 100 mmol.l’ NaCl. Koncentrace vymyvacich litek byly stejné jako
v pfipade jejich pouZiti ve vymyvacich roztocich.

P) Skla se vzorky byla inkubovéna 30 minut s kozi anti-my$i protilatkou konjugovanou
s fluorochromem Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories, fedéni 1:100 v 1x PBS) na
kapkach o velikosti 20 pl. V pfipadé, e byla anti-bromodeoxyuridinova protilatka fedéna ve
vymyvacim roztoku s pfidavkem 100 mmol.I'' NaCl, byl tento roztok pouZit i pro fedéni kozi
anti-my3$i protilatky.
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Q) Skla se vzorky byla ptenesena na kapku 1x PBS (50 ul). Po 5 minutich byla skla
s buiikami pfenesena na novou kapku 1x PBS stejného slozeni. Tento krok byl jesté tfikrat
opakovan. Nasledn& byla skla se vzorky pfenesena na kapku destilované vody (50 pl). Po 5
minutach byla skla se vzorky pfenesena na novou kapku destilované vody. Tento krok byl
jesté tiikrat opakovan.

Alternativng byl roztok 1x PBS nahrazen vymyvacim roztokem s pfidavkem 100 mmol.l"
NaCl. Koncentrace vymyvacich latek byly stejné jako v pfipads jejich pouziti ve vymyvacich

roztocich,

R) Nakonec byla voda ze skel odsata pomoci filtraniho papiru, skla byla poloZena na

novy filtra¥ni papir vzorky nahoru a ususena.

S) Po usudeni byla skla poloZena na kapicky (2 pl) ptipraveného montovaciho média na
podloZnim skle (roztok Mowiol - Polyvinylalkohol 20-98, Fluka). Vzorky sméfovaly do
kapitky roztoku. Jemnym tlakem pomoci pinzety na homni stranu skel se vzorky doslo
k roztaZeni roztoku Mowiolu po celé plode skel. Tento krok slouzil k zaliti vzorkd a ziskéni

trval¢ho prepardtu, Signél byl detekovan pomoci fluorescendniho mikroskopu.

Piiklad 2
Zpfistupnéni a detekce mist s inkorporovanym BrdU, CldU nebu IdU ve struktufe DNA

pomoci méd'nych iontd v tkanich.

Nasledujici postup popisuje zptistupnéni a detekci mist v DNA s inkorporovanym BrdU,
CIdU nebo IdU v jaterni tkéni tfidennich potkand, Neni-li uvedeno jinak, vedkeré kroky byly
provadeny pii teploté mistnosti, pfitemz kroky nasledovaly po sob& bez dalgich prodlev.

A) Tfidenni potkani samci byli usmrceni dekapitaci a nésledn jim byla vyjmuta jitra.
Jatra byla nakrajena na malé kousky (3 mm - nejdel3i rozmér) a poloZena do Petriho misek s
HeLa bufikami inkubovanymi jeden den v ristovém médiu DMEM s L-glutaminem
(Dulbeccova modifikace Eaglova média, Gibco) s 10% (obj./obj.) fetAlnim telecim sérem
(PAA Laboratories), 1% (obj./obj.) gentamicinem a 0,85 g/l NaHCOs. Do média s kousky
jater byl ptidin BrdU v kone¢né koncentraci 2 umol.I"' a jatra byla v tomto médiu inkubovéna
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30 minut v atmosféfe s 5% (obj./obj.) CO, pfi 37 °C. Alternativné byl do riistového média
namisto BrdU p¥id4n IdU nebo CIdU ve stejné koncentraci jako BrdU.

B) Nasledné bylo riistové médium odstranéno a kousky jater byly pfevrstveny pufrem (1x
PBS, sloZeni viz ¢ast Pouzité roztoky a chemikalie, pfidany byly pfiblizn& 1 a% 2 ml pufru na
4 cm” plochy). Po 5 minutich byl pufr odstranén a nahrazen stejnym mnoZstvim 1x PBS
stejného sloZeni. Tento krok byl jeité jednou opakovén.

C) Kousek jater byl din mezi dv& kruhova skla o priméru 13 mm potaZené 1%
(hmotnost/obj.) Zelatinou a tkan byla roztaena po povrchu skel pomoci jemného tlaku
pinzetou na sklo. Skla byla oddélena a ob& byla ddna do Petriho misky s 1x PBS a to tak, e

skla smérovala vzorky tkani nahoru do roztoku,
D) V dalsich krocich bylo postupovéno dle kroki uvedenych v PHkladu 1 (D-S).

Priklad 3
Zpfistupnéni a detekci mist s inkorporovanym BrdU, CIdU nebu IdU ve struktufe DNA

pomoci méd'nych iontd v suspenznich busikéch.

Nasledujici postup popisuje zpkistupnéni a detekce mist v DNA s inkorporovanym BrdU,
CldU nebo IdU v suspenznich Hela S3 busikich. Neni-li uvedeno jinak, velkeré kroky byly
provad&ny pfi teploté mistnosti, pFitemz kroky nasledovaly po sob& bez dal3ich prodlev.

A) Lidské HeLa S3 buiiky (dile jen vzorky) byly péstoviny v kultivaénich lahvich
(objem lahvi byl 50 ml), které byly tfepany, v ristovém médiu S-MEM (modifikace Eaglova
minimalntho média pro suspenzni buiiky, Sigma) s2 mmoll" L-glutaminem a s 10%
(obj./obj.) fetdlnim telecim sérem (PAA Laboratories), 1% (obj./obj.) gentamicinem a 0,22%
(hmotnost/obj.) NaHCO; v atmosféfe 5 5% (obj./obj.) CO, pfi 37 °C. Bun&ina suspenze
obsahovala ptiblizné 5-8 x 10° bunek na 1 mililitr,

B) Druhy den po pasazi byl do ristového média pfidin BrdU v kone&né koncentraci 2
pmol.l". Vzorky byly inkubovany 10 minut v atmosféfe s 5% (obj./obj.) CO; pti 37 °C.
Alternativné byl do riistového média ptdan CIdU nebo IdU ve stejné koncentraci jako BrdU.
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C) Nasledné byla suspenze bunék ptenesena do I5_mililitrové centrifuga&ni zkumavky a
vzorky byly odstfed’ovany ! minutu pii 180g. Supernatant byl odstranén (ve zkumavce bylo
ponechano 200 ul média) a ke vzorkiim bylo pfiddno nové médium (10 ml). Vzorky byly
rozsuspendovany a nasledné opét odstted'ovény 1 minuty pfi 180g. Supernatant byl odstran&n
(ve zkumavce bylo ponechano 200 pl média) a k peletu vzorkd byl ptidan 1 ml nového média.

Pelet vzorki byl rozsuspendovan,

D) 50 pl kapka suspenze bungk byla prenesena na kruhovd skla o priméru 13 mm
potazené vrstvou poly-L-lysinu (zpiisob ptipravy t&chto skel je popsin v &dsti PouZité roztoky
a chemikélie). Po 2 minutdch byl prebytek média odsat pomoci filtratniho papiru tak, Ze byl
filtratni papir jemn& pfiloZen k hrané skla. Skla byla poloZena do 2% (hmotnost/obj.) roztoku
formaldehydu v Petriho misce a vzorky byly fixovany 10 minut. Skla byla umisténa do

Petriho misek tak, Ze sm&fovala vzorky nahoru do roztoku.

E) V dalSich krocich bylo postupovéno podle bodii E-S pfikladu 1.

Navrieny postup lze pouZit i pH prici se suspenzi bunék po celou dobu jejich
zpracovani naptiklad pro FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting). V tomto pfipadé bylo
postupovano dle bodu A-C pfikladu 3, nasledné podle bodu D-Q ptikladu 1 s tim, % pH
odstraiovani vedkerych roztokd, ptidavéni novych a pfi promyvani byly buriky odstfed’ovany
1 minutu pti 180g, nasledné& byl odstranén supernatant (ve zkumavce byle ponechéno 200 ul
roztoku), k buiikdm byl pfidan novy roztok dle rozpisu v pfikladu 1 (2 ml), buitky v ném byly
rozsuspendovany a inkuboviny po doby uvedené v jednotlivych bodech prkladu 1.
V priib&hu t&chto krokd byly buiiky tfepany na tfepatce (Vortex Wizard, VELP Scientifica, pHi
300 otitkich za minutu). V pfipadé inkubace v IR byly zkumavky zcela naplnény IR a
uzavieny nebo probublavany dusikem po celou dobu inkubace v IR. Rovné? v bod# Q podle
pfikladu 1 nebyly vzorky inkubovany ve vods, ale ponechany v 1x PBS.

Piiklad 4
Zpfistupnéni a detekce mist s inkorporovanym BrdU, CldU nebu IdU ve struktufe DNA
pomoci méd'nych iontl, vytvofenych redukci z méd’natych iontd navazanych na DNA v

burikach pfisedlych na podloZnich sklitkach, v tkanich a suspenznich burikach.
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Nasledujici postup popisuje pfiklad zpfistupnéni a detekci mist v DNA s inkorporovanym
BrdU, CldU nebo IdU v buitkach pfisedlych na podloznich sklickach, v tkanich a suspenznich
buiikach. Neni-li uvedeno jinak, vekeré kroky byly provadény pfi teploté mistnosti, pfitemZ
kroky nésledovaly po sobg bez dalsich prodlev.

Postup byl shodny s protokoly z pfikladu 1, 2 a 3 s nasledujicimi zménami:

Namisto inkubace v IR byly vzorky inkubovény alternativn& v 0,001; 4 nebo 40 mmol.l"
vodném roztoku siranu méd'natého (5 minut; 1,5 ml roztoku na 9 cm? plochy). Namisto
roztoku siranu m&d’natého byly alternativné pouZity i roztoky chloridu mé&d'natého, dusiénanu
méd'natého, octanu méd'natého nebo bromidu médnatého ve stejnych koncentracich jako u
siranu méd'natého. Uvedené roztoky byly odstraniny a vzorky byly inkubovany tfikrit po
sob& v destilované vod¥ (2 minuty, p¥ibliZn& 1 a% 2 ml vody na 4 cm’ plochy). Po odstran&ni
vody byl ke vzorkiim ptidan alternativng 0,001; 10 nebo 100 mmol.I"' roztok askorbitu
sodného v destilované vod& (1,5 ml roztoku na 9 cm’ plochy). Namisto roztoku askorbitu
sodného byl alternativn® pouzit i 0,001; 20 nebo 200 mmol.I” roztok hydrazinu nebo 0,001; 8
nebo 80 mmol.I" roztok TCEP. Vzorky byly v uvedeném roztoku inkuboviny 5 minut.

Alternativné nebyly vzorky promyvény destilovanou vodou, ale byly okamzit& po odstranéni
siranu mé&d’natého nebo chloridu mé&d’natého, dusitnanu médnatého, octanu méd’natého nebo
bromidu méd’natého inkubovany 5 minut v uvedenych roztocich askorbatu sodného nebo
hydrazinu nebo TCEP,

Pt inkubaci vzorkll ve vymyvacim roztoku &inila doba inkubace na tfepalce 10 minut; po
prvnich 5 minutich byla skla nadzvednuta pinzetou tak, aby dolo k vymyti prostoru pod skly,

pfiemZ skla byla v pritb&¢hu nadzvedavéni zcela ponofena v roztoku.

Pro praci se suspenzi bungk zpracovavanych napt. pro FACS se postupovalo stejné, jako je

popsano v poslednim odstavci pfikladu 3 se zm&nami popsanymi v tomto ptikladu.

PFiklad 5

i)
-y
Zpfistupnéni a detekce mist s 5-mety]-2'-deoxycytidinem ve struktufe DNA pomoci méd’nych

iontil v buitkach pfisedlych na podloZnich skli¢kach, v tkénich a suspenznich burikach,
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Nisledujici postup popisuje priklad zpfstupnéni a detckci mist v DNA s 5-met¥yl-2'-
~ deoxycytidinem (MC) v butikéch pfisedlych na podloznich sklitkach, v tkanich a suspenznich
buiikach. Neni-li uvedeno jinak, vetkeré kroky byly provadény pHi teplot® mistnosti, pfiem3

kroky nasledovaly po sob& bez dal¥ich prodiev.

Postup byl shodny s protokoly z ptikladu 1,2,3 a4 s nasledujicimi zm&nami:
A) Byla vynechana inkubace vzorkd s BrdU, CIdU a IdU,
B) Pro detfkci MC byla pouzZita nésledujici primami a sekundarmi protilatka:
1) Ov¢i anti-mefjlcytozinova protilatka (AbD Serotec, feddni 1:500 v Ix PBS nebo
vymyvacim roztoku)
2) Opiti anti-ov&i protilitka konjugovani s fluorochromem Cy3  (Jackson

Immunoresearch Laboratories, fedéni 1:100 v 1x PBS nebo vymyvacim roztoku).
Ptiklad 6

Zpfistupnéni mist s inkorporovanym BrdU, CIdU nebu IdU ve struktufe DNA pomoci

médnych iontd ve vzorcich lyzovanych bungk.

Nasledujici postup popisuje zpFistupn®ni mist v DNA s inkorporovanym BrdU, CldU nebo
IdU v DNA lyzovanych bun¥k. Neni-li uvedeno jinak, veskers kroky byly provadény p#i
teplot& mistnosti, pfitemz kroky nasledovaly po sob& bez dalsich prodlev.

A) Lidské HeLa buitky byly péstovany v Petriho miskich (o priiméru 60 mm) bez skel
podle piikladu 1. Suspenzni buiiky byly péstovany v kultivaCnich lahvich podle ptikladu 3.
V pfipad® suspenznich bunZk se postupovalo pfi veskerych vymyvanich a inkubacich
vyhradng tak, jak je uvedeno v poslednim odstavci prikladu 3. Pisedlé i suspenzni buriky
byly inkubovény s BrdU, resp. CIdU nebo IdU podle pfikladd 1 a 3. Po inkubaci s BrdU,
C1dU nebo IdU byly buitky promyty 1xPBS (viz pfiklad 1 a 3) a nésledn& byly 10 minut
fixovany 11% (hmotnost/obj.) roztokem formaldehydu v 1x PBS (1 az 2 ml fixa¢niho roztoku
na 4 cm’ plochy nebo 2 ml v pfipad¢ suspenznich bun&k). Po odstranéni roztoku
formaldehydu byly butiky inkubovany 5 minut v roztoku 2,5 mmol.I"! glycinu v 1x PBS (1 az
2 ml roztoku na 4 cm’ plochy nebo 2 ml v pfipadé suspenznich bun&k). Po odstranéni roztoku
glycinu byly buiiky 3x promyty v 1x PBS vychlazenym na 4 °C (1 aZ 2 ml roztoku na 4 cm?®
plochy nebo 2 ml v pfipadé suspenznich bungk).
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B) K pfisediym buitkim bylo ptidano 5 ml 1x PBS a buﬁky byly pomoci gumové skrabky
seSkrabiny. Ziskana bun&¥nd suspenze byla pfenesena do 15[ ml centrifugalni zkumavky a
poloZena na led. Potom byly butiky odstfed'ovany 10 minut pfi 700g. Po odstran&ni
supematantu byl pelet bunék resuspendovan v 10 ml 1x PBS a suspenze bunék byla pfenesena
do nové 15‘m1 centrifugagni zkumavky a buiiky byly odstfedovany 5 minut pti 700g.

Buriky kultlvovane v suspenzi byly pfeneseny do 15 ml centrifuga&ni zkumavky, bylo k nim
pfidano 10 ml 1x PBS a suspenze bungk byla odstfed’ovana 5 minut pfi 700g.

0) Nasledne byl odstranén supernatant a pelet bungk byl resuspendovan pomoci tfepatky
(GVLab, Gilson) v 0,5 ml lyza&niho pufru I (Nuclei Isolation kit Nuclei EZ prep, NUCI101,
Sigma Aldrich). Pak bylo k suspenzi ptidéno 3,5 ml vySe uvedeného lyzaéniho pufru.
Suspenze bunék byla inkubovana v lyza¢nim pufru 5 minut na ledu.

D) Vytvofena suspenze bun&Znych jader byla odstfed’ovana 5 minut pfi 500g a teplot&
mistnosti. Po odstranéni supernatantu byl pelet jader resuspendovan ve 4 ml lyza&niho pufru [
a inkubovan 5 minut na ledu. Suspenze bunénych jader byla odstfed’ovana 5 minut pti 500g
pfi teploté mistnosti a supernatant byl nésledn odstranén.

F) Dile byl pelet jader resuspendovin ve 3,5 ml lyzatniho pufru II (sloZeni lyza¥niho
pufru II je popsino v &asti Pouzité roztoky a chemikilie). Sm&s byla inkubovéna 15 minut
v rotaCni tfepadce (PMR-30, Grant-Bio, 30 otadek za minutu).

G) Po inkubaci byl k roztoku pkidan roztok EGTA v kone&né koncentraci 25 mmol.I'!.

H) Lyzat byl odstfed’ovan 10 minut pfi 1600g a teploté 4 °C. Supernatant byl pfenesen do
dialyza&ni komiirky s 1kDa MWCO celulézovou membrénou (Fast Dialyser PYR 74-0415 a
PY8 7421-RCIK, Harvard Apparatus). Vzorky byly dialyzovény proti 4 litrim dialyza&niho
pufiru (sloZeni pufru je uvedeno v &asti PouZité roztoky a chemikélie) pfes noc pH 4 °C.
Nasledng byl lyzit pfenesen do 15 ml centrifuga¢ni zkumavky a uchovavan pH -80 °C.

Pouzité roztoky a chemikalie:

1. Fosfdtem pufrovany fiziologicky roztok (PBS)
10x PBS (desetindsobné koncentrovany roztok PBS):
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1,4 mol.I"' NaCl

26 mmol.I'' KCI

90 mmol.I"' Na,HPQ,
14 mmol.I'' KH,PO,

al
Uvedené slozky byly rozpustény v destilované vod& a pH upraveno do rozmezi 7,337,4

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

0,5x PBS (fosfitem pufrovany fyziologicky roztok v poloviéni koncentraci)
0,25x PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok ve &tvrtinové koncentraci)

2. IR (inkubaéni roztoky):

A)
a. Destilovana voda
b.
Latka Askorbit sodny Siran méd'naty
(mmol.I'") Alternativng byl pouZit: chlorid méd’naty

(CuCly); dusi¢nan méd'naty (CuNO»); octan
méd'naty; bromid mé&d’naty (CuBr,).

(mmol.I"")
Pouzitd koncentrace | 10 4
PouZita koncentrace | 0,001 0,004
Pouzitd koncentrace | 100 40
B)
a. Destilovani voda
b.
Latka Hydrazin Siran méd’naty
(mmol.I'") Altenativn€ byl pouzit: chlorid mé&d’naty
(CuCly); dusitnan méd'naty (CuNQ3,); octan
méd’naty; bromid méd’naty (CuBry).
(mmol.1")
PouZita koncentrace | 20 4
PouZit4 koncentrace | 0,001 0,004
Pouzita koncentrace | 200 40

)

a. Destilovana voda
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b.
Latka TCEP Siran m&d’naty
(mmol.I'") Alternativn€ byl pouZit: chlorid méd'naty
(CuCly); dusitnan m&d’naty (CuNQs); octan
médnaty; bromid mé&d'naty (CuBr;).
(mmol.I"")
Pouzitd koncentrace | 8 4
PouZita koncentrace { 0,001 0,004
PouZitd koncentrace | 80 40
D)

a. 10 mmoll! hexafluorfosforednan (tetraacetonitrilo)méd'ny ([Cu(CH3;CN)4]PFy),
navazen t&sné pfed pouZitim)

b. Prevafena destilovana voda

Alternativné byla poufita koncentrace hexafluorfosfore&nanu
(tetraacetonitrilo)m&d'ného 0,001 mmol.I"' nebo 100 mmol I,

E}

a. 10 mmoll! tetrafluoroboritan (tetraacetonitriloyméd’ny  ([Cu(CH;CN)4]BFy),
navazen t&sné pted pouZitim)

b. Prevafena destilovand voda

Alternativné byla pouZita koncentrace tetrafluoroboritanu (tetraacetonitrilo)mé&d’ného

0,001 mmol.l"" nebo 100 mmol.I".

Uvedené sloZky IR byly piidavany v uvedeném potadi.

Dile byly jako IR pouZity roztoky uvedené v bodu A), B), C), D) a E) sptidavkem
vymyvacich latek. Vymyvaci latka byla v ptipade A), B) a C) pfidina jako druha v poFadi
(pfidana do vody). V pfipadé D) a E) byla vymyvaci litka ptidana do vody, nasledné byl tento
roztok pfidin k vy3e uvedenym komplexiim mé&di a tyto v ném byly rozpu$tény. Seznam a
koncentrace pfidanych vymyvacich litek je uvedena v odstavci 4: »Yymyvaci latky“. PouZita
koncentrace je uvedena pfed zévorkou. Pokud neni &islo uvedeno, nebyly tyto latky pouZity

Jako pfidavek do IR. Je moné pouzit i kombinaci vymyvacich latek.

3. Vymvyvaci rozioky:
a) a) 100 mmol.I" Tris (C;H,;NQ;), pH 7,4
b) 100 mmol.I"' NaCl
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Alternativné byly pouZity tyto koncentrace: 0,001 mmol.I" Tris a 0,001 mmol.I" NaCl ncbo 1
mol.I" Tris a 1 mol.I"' NaCl

¢) 20 mmol.l" EGTA (C\4H24N,0)0), pH 8
Alternativng byly pouzity tyto koncentrace: 0,001 mmol.I"' EGTA nebo 0,5 mol.I' EGTA

Tris, pfipadng EGTA byly alternativné nahrazeny dal$imi vymyvacimi litkami. Kompletni
seznam latek a jejich koncentraci ptidanych do vymyvacich roztokil je uveden niZe v odstavci
4. ,Vymyvaci latky“. Z vysledki je nicmén& jasné, e lze pouZit jakykoh primami nebo
sekundarni amin. Koncentrace pouZits ve vymyvacich roztocich je uvedena v zévorce. pH
promyvacich roztokfi bylo upraveno do rozmezi mezi 6,5 a 8 pomoci HCl nebo NaOH, Je

moZné pouZit i kombinace vymyvacich latek.

4. Vmyvaci latky:

Koncentrace, které byly alternativné pougity v IR jsou uvedeny p¥ed zavorkou, koncentrace,
které byly alternativné pouzity ve vymyvacich roztocich jsou uvedeny v zavorce. Pokud tidaj
pfed zavorkou chybi, nebyla latka v IR pouZita.

(0,001; 20, 500) mmol.I"" EGTA
(0,001; 20; 500) mmol.I"' EDTA )
0,001; 200; 1000 (0,001; 200; 1000) mmol.I"! Hepes (kyselina 4-(2-hydroxyei'f])-l-
- piperazinetfinsulfonova)
0,001; 200; 1000 (0,001; 200; 1000) mmol.I"! Hepps (kyselina 3-[4-(2- hydroxyel(jl) 1-
- piperazinyl]propansulfonova) ) 2
0,001; 400; 450 (0,001; 200; 1000) mmol.I" TAPS (kyselina N-[tris(hydroxymelyl)mety1]-3-
— aminopropansulfonova) )
0,001; 1; 1000 (0,001; 100; 1000) mmol.l" Bicin (N,N—bis(Z-hydroxyei‘;])glyg:in)
0,001; 1; 1000 (0,001; 100; 1000) mmol.I"' Tricin (N-[uis(hydroxymctj?l)mei?fl]glycin)
0,001; 200, 350 (0 001; 100 1000) mmol.I"’ TES (kyselina 2-[(2-hydroxy-1,1-
- bls(hydroxymet'y])etyl)ammo]eiﬁn -sulfonova) )
0,001; 20; 50 (0,001; 10; 50) mmol.1" ADA (kyselina N- (karbamoylmet'}?l)iminodioctové)
0,001; 200 (0,001, 200; 1000) mmol.I" BES (kyselina N- bls(2-hydroxye7:yl) 2-
- amlnoetansulfonova)
0,001; 10; 1000 (0,001; 100; 1000) mmol.I"' BIS-TRIS (2,2- bls(hydroxymet'yl) 2,2',2"-
mm]otnewnol)
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0,001; 1; 1000 (0,001; 100; 1000) mmol.I"' Tris (tris(hydroxymeg;l)aminomefén)
0,001; 10; 1000 (0,001; 100; 1000) mmol.I" glycyl-glycin
0,001; 200; 500 (0,001; 200; 500) mmol.I”" MOPSO (kyselina B-hydroxy-4-
- morfolinpropansulfonova)
0,001; 100 (0,001; 100) mmol.I"' POPSO (kyselina piperazin-N,N'-bis(2-
- hydroxypropansulfonova)
0,001; 20; 1000 (0,001; 200; 1000) mmol.1? glycin
0,001; 10; 1000 (0,001; 100; 1000) mmol.1" glycinamid
0,001; 20; 1000 (0,001; 20; 1000) mmoll! D-a L-a-aminokyseliny (napf. alanin, lysin,

arginin)

0,001; 20; 400 (0,001; 20; 400) mmol.I'' D-a L-a-aminokyseliny (napf. serin, prolin,
asparagin, Kyselina asparagovi; kyselina glutamova, threonin)

0,001; 20; 150 (0,001; 20; 150) mmol.I' D-a L-a-aminokyseliny (napt. glutamin, citrulin)
0,001; 4; 100 (0,001; 10; 100) mmol.l" amoniak

0,001; 4, 100 (0,001; 10; 100) mmol.I" etag‘nglamin

0,001; 4; 100 (0,001; 10; 100) mmol.I" dieﬁinolamin

0,001; 4; 100 (0,001; 10; 100) mmol.1" trietEnolamin

0,001; 4; 100 (0,001; 10; 100) mmol.l" die¥lamin

0,001; 4; 100 (0,001; 10; 100) mmol.l" trietylamin

1

0,001; 4; 100 (0,001; 10; 100) mmol.I"! diisopropyle‘lir:lamin

0,001; 4; 100 (0,001; 10; 100) mmol.I"! diisopropylamin

0,001; 4; 100 (0,001; 10; 100) mmol.I"! stabilizovany monopersiran draseiny

(2ZKHSO5. KHS04.K>80,)

0,001; 4; 100 (0,001; 10; 100) mmol.I"! vodny roztok peroxidu vodiku [H,0,]

0,001; 4; 100 (0,001; 10; 100) mmol.I"} dihydrogenperoxofosforednan draselny [KH,POQs]
0,001; 4; 100 (0,001, 10; 100) mmol.I"' peroxoboritany sodny [Na;(B204(OH),).6H,0]

5. Roztok exonukledzy IIT

a) Destilovana voda

b) 1x pufr pro exonukleizu III (Fermentas, 2 ul 10x koncentrovaného pufru do 20 ul
smési), tento pufr je dodavén jako 10x koncentrovany; sloZeni 10x koncentrovaného
pufu je nasledujici: 660 mmol.I" Tris-HCI (pH 8,0 pki 3QEC), 6,6 mmol.I"" MgCl,.

¢) 1U/ ul Exonukleaza I1I (Fermentas), definice jednotky viz bod 13
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6. Roztok exonukledzy IlI s protildthou:

a) Destilovana voda

b) 1x puft pro exonukledzu III (Fermentas, 2 Hl 10x koncentrovaného pufru do 20 pl
smési), tento pufr je dodavén jako 10x koncentrovany, sloZeni 10x koncentrovaného
pufru je nasledujici: 660 mmol.l"! Tris-HC1 {pH 8,0 pti 3(%(3), 6,6 mmol.l” MgCly.

¢) 1U/ pl Exonukledza III (Fermentas), definice jednotky viz bod 13

d) Mysi anti-bromodeoxyuridinova protilitka (Roche Diagnostics, klon BMC 9318,
fedéni 1:20 v 1x PBS)

7. Roztok exonukledzy A:
a) Destilovani voda

b) 1x pufr pro exonukleizu A (Fermentas, 2 pl 10x koncentrovaného pufru do 20 pl
smési), tento pufr je dodavan jako 10x koncentrovany; sloZeni 10x koncentrovaného
pufru je nasledujici: 670 mmol.lI" glycin-KOH (pH 9,4), 25 mmol.I" MgCl,, 0,1%
(obj./obj.) Triton X-100.

d) 0,1 U/ ul Exonukledza A (Fermentas), definice jednotky viz bod 13

8. Roztok exonukledzy A s protilitkou:

a) Destilovani voda

b} 1x pufr pro exonukledzu 3 (Fermentas, 2 ul 10x koncentrovaného pufru do 20 ul
smési), tento puft je dodavan jako 10x koncentrovany; sloZeni 10x koncentrovaného
pufru je nasledujici: 670 mmol.l” glycin-KOH (pH 9,4), 25 mmol.I" MgCl, 0,1%
(obj./obj.) Triton X-100.

¢) 0,1 U/ ul Exonukledza A (Fermentas), definice jednotky viz bod 13

d) Mys3i anti-bromodeoxyuridinova protilitka (Roche Diagnostics, klon BMC 9318,
fedéni 1:20 v 1x PBS)

9. Roztok exonukledzy T7:

a) Destilovana voda

b) Ix pufr pro exonukledzu T7 (New England BioLabs, 2 ul 10x koncentrovaného
pufru do 20 pl smési), tento pufr je dodavan jako 10x koncentrovany; sloZeni 10x
koncentrovaného pufru je nésledujici: 200 mmol.I” Tris-acetat (TAE; pH 7,9 pfi
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25¢C), 500 mmoL.I" octan draselny, 100 mmoL.I” octan hofetnaty, 10 mmoLl”
dithiothreitol.
e} 1 U/ pl Exonukledza T7 (New England BioLabs), definice jednotky viz bod 13

10. Roztok exonukledzy T7 s protildtkou:

a) Destilovand voda

b) 1x pufr pro exonukledzu T7 (New England BioLabs, 2 pl 10x koncentrovaného
pufru do 20 pl smési), tento pufr je dodavan jako 10x koncentrovany; sloZeni 10x
koncentrovaného pufru je nasledujici: 200 mmol.l" Tris-acetat (TAE; pH 7,9 pfi
2.5WEC), 500 mmol.I" octan draselny, 100 mmol.I" octan hofenaty, 10 mmol.I"
dithiothreitol.

¢) 1U/ pl Exonukledza T7 (New England BioLabs), definice jednotky viz bod 13

d) My$i anti-bromodeoxyuridinova protilatka (Roche Diagnostics, klon BMC 9318,
fed€ni 1:20 v 1x PBS)

11. Roztok endonukledzy 1V:
a) destilovana voda
b) 1x pufr pro endonukledzu IV (Fermentas, 2 pl 10x koncentrovaného pufru do 20

pl smési), tento puft je dodivan jake 10x koncentrovany. SloZeni 10x
koncentrovaného pufru je nasledujici: 500 mmol.l” Tris-acetst (TAE; pH7,5),
500 mmol.1" chlorid draselny, 0,5 % (obj./obj.) Triton X-100, 10 mmol.I"' EDTA.

¢) 0,1 U/ ul Endonukledza IV (Fermentas), definice jednotky viz bod 13

12. Roztok endonukledzy IV s protildthou:

€) Destilovana voda

f) 1x pufr pro endonukledzu IV (Fermentas, 2 pl 10x koncentrovaného pufru do 20
pl smési), tento pufr je doddvan jako 10x koncentrovany. SloZeni 10x
koncentrovaného pufru je nasledujici: 500 mmol.I” Tris-acetat (TAE; pH7,5),
500 mmol.I"" chlorid draselny, 0,5 % (obj./obj.) Triton X-100, 10 mmol.I' EDTA.

g 0,1 U/ ul Endonukleaza IV (Fermentas), definice Jednotky viz bod 13

h) My3i anti-bromodeoxyuridinova protilatka (Roche Diagnostics, klon BMC 9318,
fedéni 1:20 v 1x PBS)

13. Definice jednotky pousitich enzymii.
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Exonukleaza I1I (Fermentas)

Jedna jednotka (U) enzymu uvolni za 30 minut 1 nmol produktu z DNA E. coli pti
37L7°C. Enzymatickd aktivita byla méfena v nasledujici smési: 50 mmol.l" Tris-HCI
(pH 8,0), S mmol.I" MgCl,, 1 mmol.I” dithiothreitol a 0,05 mmol.I" sonikované DNA

z E. coli.

Exonukledza i (Fermentas)

Jedna jednotka (U} enzymu uvolni za 30 minut 10 nmol produktu z DNA E. coli pfi
37_fC. Enzymatick4 aktivita byla mé&fena v nésledujici sm&si: 67 mmol.l” glycin-KOH
(pH 9.4), 2,5 mmol.I"' MgCls, 0,1% (obj./obj.) Tritonu X-100 a 20 pg/ml sonikované
DNA z E. coli,

Roztok exonukledzy T7 (New England BioLabs)

Jedna jednotka (U) enzymu uvolnf za 30 minut 1 nmol produktu z DNA E. coli pti
2%?’0 Enzymaticka aktivita byla m&fena v nasledujici smési: 20 mmol.I"" Tris-acetit
(TAE; pH 7,9 pti 25:EC), 50 mmol.I"' octan draselny, 10 mmol.l" octan hofeénaty, 1
mmol.l"! dithiothreitol, 0,15 mmol.I"' sonikované DNA z E. coli.

Roztok endonukieazy IV

Jedna jednotka (U) enzymu uvolni za 30 minut 1 ug produktu z (asteCné
depurinovaného plazmidu pfi 37 °C. Enzymaticka aktivita byla méfena v nasledujici
smési: 50 mmol.l”" Tris-acetat (TAE; pH 7,5), 50 mmol.l"! chlorid draselny, 1 mmol.l"
EDTA, 0,05% (obj./obj.) Triton X-100, 2 pug 4stetné depurinované DNA plazmidu
pUCI19.

14. Pfiprava polylysinowch skel pro ukotveni suspenznich bunék

Kruhova skla s primérem 13 mm byla vloZena do 50 jml kadinky s 20 mi 96_% (obj./obj.)
etanolu. Po 10 minutéch byla pomoci pinzety pfenesena do Petriho misky vyloZené filtradnim
papirem a usuena. Skla byla nasledn& na dobu 1 minuty ponofena do 0,01_% (hmotnost/obj.)
roztoku poly-L-lysinu v DMEM, nasledné na 30 sekund do 1x PBS a Jjesté jednou na 30
sekund do PBS. Tento krok byl je§t& 3x opakovéan. Nakonec byla skla poloZena na filtra&ni

papir a usuiena.

13. Lyzacéni pufr Il
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A) a) 1% (obj./obj.) Triton X-100

b) | mmol.I" Tris-HCI, pH 8

¢) 100 mmol.I"' NaCl

¢) (,1% (hmotnost/obj.) Na-deoxycholat

f) 0,5% (obj./obj.) N-lauroylsarkosin

g) 0,001 nebo 5 nebo 50 mmol.I” CuSO,

Té&sng pted pouZitim lyzaniho pufru byl k nému ptidan:

h) 1x protedzovy inhibitor, (ProteoBlock TM Protease Inhibitor Coctail, Fermentas,
dodavany jako 100x koncentrovany roztok, sloZeni: 100 mmol.l” AEBSF-HC], .
hydrochlorid 4-(2-aminoethyl)benzensulfonylfluoridu, 80 pmol.l" Aprotinin, 5
mmol.I"' Bestatin, 1,5 mmol.I"’ E64, 2 mmol.I! Leupeptin, 1 mmol.l" pepstatin A,
0,5 mmol.I" EDTA)

i) 0,001 nebo 10 nebo 100 mmol.I" askorbat sodny

B) Alternativn byl misto askorbatu sodného pouzit v lyzadnim pufru 0,001; 20 nebo 200
mmol.I" hydrazin (N;Hy4) nebo 0,001; 8 nebo 80 mmol.l’ TCEP. Alternativné byl misto
siranu méd'natého pouZit v lyza&nim pufru chlorid médnaty (CuCly); dusi€nan méd'naty
(CuNO;); octan médnaty; bromid méd'naty (CuBr;) ve stejnych koncentracich jako siran
meédnaty.

C) V dalsim pfipad€ byl CuSO4 a askorbat sodny nahrazen alternativné 0,001; 10 nebo 100
mmol.I"' hexafluorfosforednanem (tetraacetonitrilo)ym&d’nym ([Cu(CH3CN)4]PF), ktery byl
navaZen t&sné¢ pfed pouZitim nebo alternativnd 0,001; 10 nebo 100 mmol.l”
tetrafluoroboritanem (tetraacetonitrilo)méd’nym ([Cu(CHy;CN)4]BF,), ktery byl navaen t&sné
pted pouZitim.

Dale byly pouZity roztoky uvedené v bodu A), B), C) s pfidavkem vymyvacich latek. Seznam
a koncentrace ptidanych vymyvacich latek je uvedena v odstavei 4: Vymyvaci latky. Pouzita
koncentrace je uvedena pfed zdvorkou. Pokud neni &islo uvedeno, nebyly tyto latky pouZity

jako pfidavek do lyza¢niho pufru.

13, Dialyzaéni pufr

50 mmol.I" Tris-HC, pH 8
10 mmol.I" EDTA, pH 8
(uchovavan pfti 4 °C).
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Alternativné byly pouZity v dialyza&nim pufru vymyvaci litky uvedené vbodu 3 a 4 této

¢asti,

Priimyslova vyuZitelnost:

Zpisob zplistupnéni specifickych pyrimidinovych nukleosidd ve struktute dvoufetdzcové
DNA podle pfedkiddaného vyndlezu lze vyuzit v pfipadech, kdy je dilezité Zetrné
zplistupnéni nukleosidi ve struktufe DNA pro reakci se specifickymi protilatkami. V této
souvislosti je moZné mimo jiné pfedpoklidat vélenéni tohoto zplsobu a jednotlivych
pouzitych litek do komertné dostupnych sad na detekci replikac;a DNA. Vzhledem k relativni
jednoduchosti zpfistupnéni dostupnych halogenovych derivatii %midinu, napf. BrdU v DNA,
je pravdépodobné vyuZiti popsaného zpiisobu pfi izolacich znafenych DNA a s nimi

asociovanych proteind.
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) . DOAFTRY-T) 5,
PATENTOVE NAROKY
1. Zpisob zpfistupnéni pyrimidinovych nukleosidil ve struktufe dvoufetézcové DNA pro

reakei s protilatkami, reagujicimi s t&mito nukleosidy, vyznaéujici se tim, Ze vzorky
s DNA se inkubuji v pfitomnosti jednomocnych ionti mé&di a kysliku a/nebo chemickych
okysliovadel, pfi¢emZ zdrojem t&chto ionti mohou byt vodné roztoky obsahujici ionty médi,
nebo se miZe jednat o jednomocnou méd, kterd byla na DNA navazéna; volitelng se pro
odstrandni neZadoucich produkti, které vznikaji pfi inkubaci, pouziji vymyvaci latky a mira
zptistupnéni se poptipad€ zvy$i pomoci nasledné inkubace DNA senzymem majicim
exonukleazovou aktivitu, v tom piipadé je odstranéni nerozpustnych produktd obsahujicich
atomy me&di nezbytné, piitemZ se k jejich odstranéni pouziji vymyvaci latky, a to bud’ jeste

pfed reakci s enzymem majicim exonukledzovou aktivitu, nebo v priibshu takové reakce.

2. Zpusob zpfistupnéni pyrimidinovych nukleosidd ve struktute dvoufetdzcové DNA pro
reakci s protilatkami, reagujicimi s témito nukleosidy, podle naroku 1, vyznad&u jici se
t i m, Ze jedromocné ionty médi vézané na dzg(zufetézcovou DNA se ziskaji inkubaci vzorkil
s touto DNA ve vodnych roztocich obsahujicifjednomocné ionty médi, pfi¢emz tato inkubace
se vyhodn€ provadi bez piistupu kysliku, v uzaviené nadob& se vzorky &i za probublévani

dusikem a v pfitomnosti vymyvacich latek podle naroku 1.

3. Zplisob zpfistupnéni pyrimidinovych nukleosidd ve struktufe dvoufetézcové DNA pro
reakci s protilatkami, reagujicimi s témito nukleosidy, podle naroku 1, vyznadéujici
se tim, Ze jednomocné ionty médi vazané na dvoufetézcovou DNA se ziskaji redukci
dvojmocnych iontd médi navizanych na dvoufetézcovou DNA vzorki, se kterymi byly
ptedem in'l)cubovény, uc¢inkem redukujicich latek jako jsou askorbat sodny, hydrazin &i tris(2-

- karboxyet‘g;l)fosﬁn, popiipad¢ v piitomnosti vymyvacich latek z naroku 1.

4, Zplisob zpfistupnéni pyrimidinovych nukleosidi ve struktute dvoufetézcové DNA pro
reakci s protilatkami, reagujicimi s témito nukleosidy, podle ndroku 1, 2 nebo J,vyznacu-
Jici se tim, Ze pfitomnost kysliku se béhem inkubace ve vodnych roztocich za
pfitomnosti iontl jednomocné médi, jak volnych, tak navdzanych na DNA, zajisti aktivnim

prokysli¢ovanim,
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5. Zpusob zpfistupnéni pyrimidinovych nukleosid podle naroki 1, vyznaéu jici
se tim, Ze chemické okysli¢ovadla se zvoli ze skupiny, zahrnujici monopersiran draselny,

peroxid vodiku, dihydrogenperoxofosforetnan draseiny a peroxoboritan sodny.

6. Zpisob zptistupnéni pyrimidinovych nukleosidii podle naroki 1 nebo 2, vyznaéu -
jici se tim Ze vymyvaci latky se pouZiji ve vodnych roztocich pro inkubaci

s jednomocnymi ionty médi, jak volnymi, tak i navazanymi na DNA.

7. Zpisob zpfistupnéni pyrimidinovych nukleosidt podle naroku 1 nebo 2, v yznadu-
Jici se tim,Ze vymyvaci latky se aplikuji aZ po inkubaci s jednomocnymi jonty médi, jak
volnymi, tak i navazanymi na DNA. '

8. Zpusob zpfistupnéni pyrimidinovych nukleosidii podle néroku 6 nebo 7, v yzna (’SQu -
jiciseti m, Ze vymyvaci latky se zvoli ze skupiny, zq){lmujici kyselinu 4-(2-hydroxyetyl)-
- 1-piperazinetansulfonovou, kys;\elinu a3-[4-(2-hydroxye'f$rl)-l-piperazinyl]propansulfonovou,
kyselinu [tris(hydroxymefjrl)meﬁyl] 3- aminopropansulfonovou, N, N-bis(2-hydroxy-
ci‘}l)glycin N-[tns(hydrox meﬂy])met‘yl]glycm kyselinu 2-[(2-hydroxy-1,1-
ﬁbls(hydroxymetyl)eﬂyl)ammo]et'ansulfonovou, kyselinu N-(karbamoylmef%il)1m1nodloctovou
kyselinu % N-bis(2- hydroxyei?l) 2- ammoet‘?ihsulfonovou 2,2- bls(hydroxymci?l) 2,2',2"-
~ nitrilotrie#anol, tns(hydroxyme’tyl)ammometan glycyl-glycin, kyselinu B-hydroxy-4-
~ morfolinpropansulfonovou, kyselinu piperazin-N,N'-bis(2-hydroxypropansulfonovoy, glycin,
glycinamid, D- a L-a-aminokyseliny jako alanin, serin, prolin, lysin, arginin, asparagin,
glutamm kysclmf asparagovou, kyselinu glutTnovou, cnrulm, threonin a dale amomak
efanolamm dietanolamin, tnet%molamm dietylamin, trlel‘?lamm dnsopropylet‘ylamm a
diisopropylamin nebo jiny primarni nebo sekunddrni amin, pfi¢emz je moZné rovnéZ pouZit

kombinace uvedenych latek.

9. Zptsob zpfistupnéni pyrimidinovych nukleosidii podle naroku 7, v yznad ujici
se ti m, Ze vymyvaci latky se zvoli ze skupiny, zahrnupcn kyselinu etylenglykol-bis(2-
- ammoetylcter) -N,N,N’,N'-tetraoctovou ¢&i kyselinu etylend1am1ntetraoctovou popiipad€ se

pouZiji v kombinaci s latkami uvedenymi v niroku 8.

10.  Zplsob zptistupnéni nukleosidi podle naroku I, vyznadujici se tim,Ze

com

vymyvaci latky se pouziji spoleén& ve smési s enzymem majici exonukledzovou aktivitu.
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