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Zpisob eliminace antigennich vlastnosti 5-
cthynyl-2°-deoxyuridinu a 5-ethynyluridinu pFi
detekei nukleovych kyselin

Anotace:

Popsany zpiisob dovoluje efektivng eliminovat 5-ethynyi-2'-
deoxyuridin inkorporovany v DNA nebo 5-¢thynyluridin
inkorporovany v RNA jako antigen, ktery je rozeznivan
protilitkami, primérné namifenymi proti struktumé podobnym
mol ekulam. PFikladem takovych molekul jsou 5-brom-2 -
deoxyuridin, 5-chlor-2’-deoxyuridin, 5-jod-2'-deoxyuridin &
S-bromuridin a §-flucruridin. Zpiisob je zaloZen na reakci 5-
ethynyl-2"-deoxyuridinu v DNA nebo 5-ethynyluridinu v
RNA s malymi azidovanymi molekulami v prostredi s
méd'nymi ionty, provadEné pted reakci s pratilitkoy,
rozezmmdvajici 5-ethynyl-2"-deoxyuridin a 5-ethynyluridin
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Zpisob climinace antigennich vlastnosti 5—ethynyl-2'—deoxyuridinu a 5—ethynyluridinu
pri detekei nukleovych Kyselin

Oblast techniky

Vynalez se tyka zpiisobu eliminace 5—ethynyi-2'—deoxyuridinu a 5—ethynyluridinu jako antigent
rozeznavanych protilatkami, reagujicimi s uvedenymi molekulami. Pfikladem takovych proti-
tatek, které reaguji s molekuiou S-ethynyl-2'—deoxyuridinu nebo S—ethynyluridinu, jsou nékteré
protilatky rozeznavajici analogy thymidinu, jako S—brom-2"—deoxyuridin, 5—chlor-2 -deoxy-
uridin, 5-jod—2"—deoxyuridin, 5-bromuridin nebo 5-fluoruridin. Tento pfisiup dovoluje ciiend
eliminovat antigenni viastnosti 5—ethynyl-2"—deoxyuridinu a 5—ethynyluridinu, které¢ by komph-
kovaly napiiklad detekci replikovandé DNA nebo nove syntetizovaneé RNA.

Dosavadni stav techniky

Pouziti systémi, zaloZenych na reakci nukleosidd v DNA nebo RNA se specifickymi proti-
latkami, je bézné jak v zakladnim, tak aplikovaném vyzkumu. Pfikladem takto pouzivanych nuk-
leosidii jsou 5-brom-2'—deoxyuridin (BrdU), 5—chlor-2"—deoxyuridin (CldU), 5—jod-2"—deoxy-
uridin (18U), 5—-bromuridin (BrU) nebo 5—fluoruridin (FU). Jejich pouZiti dovoluje napf. rychlou
analyzu bunéénych populaci z hlediska jejich proliferaéni aktivity. Dalsi vyuzZiti uvedenych systé-
mi zahrnuje izolace fragmentii DNA znacenych modifikovanymi nukleosidy. Své uplatnéni maji
i ve vyzkumu DNA replikace a transkripce. Jednou z novych metod, pouzivanych pravé pro
detekei replikované DNA nebo nové syntetizované RNA, je pouziti 5—ethynyi-2"—deoxyuridinu
(EdU) a 5—ethynyluridinu (EU) a jejich nasledna detekce pomoci tzv. click reakce (Jao and Salic,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2008, 105, 15779 az 15784; Salic and Mitchison, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 2008. 105, 2415 aZ 2420; Chehrehas et al., Journal of Neuroscience Methods 2009,
177, 122 az 130). Ta spoéiva v reakci alkynu s azidoderivatem fluorochromu nebo biotinu nebo
digoxigeninu &i jiné relativng velké molekuly, ktera pozdgji slouzi k detekei EAU v prostiedi jed-
nomocnych iontd médi. K aziddm mohou byt pfipadné pfipojeny i jiné molekuly, které slouzi
jako znatky. Prikladem je BrdU-azid (Cappella P. et al., Cytometry 2008, 73, 626 az 63), ktery
se detekuje pomoci anti-BrdU protilatky bez potfeby pouziti HCI pro denaturaci DNA.

Soutasna detekce BrdU (alternativné i C1dU nebo IdU) pomoci protilatek a EJU prostfednictvim
azidovanych fluorochroma, ptipadné napf. azidovaného biotinu, digoxigeninu nebo jiné relativné
velké molekuly, ktera pozd&ji slouzi k detekci EAU, je vak podle naich zjisténi komplikovana
nékolika skutetnostmi. Tyto skutednosti komplikuji i soucasnou detekei BrU nebo FU a EU.
Hlavni nevyhodou je fakt, 7e jak EdU, tak i EU jsou zpravidla rozeznavany protilatkami, které
reaguji se strukturné podobnymi molekulami, jakymi jsou pravé BrdU, CldU, [dU, BrU nebo FU.
Jednou z vyjimek je klon MoBu—1 (Bradford and Clarke, Current Protocols in Cytometry, 2011,
55. chapter, 7, unit 7.38). Navic pfi click reakei, v niz reaguji EdU v DNA nebo EU v RNA s vel-
kymi azidovanymi molekulami, reaguji tyto azidované molekuly jen s ¢dsti molekul EdU nebo
EU. pravdépodobné ze sterickych divodi. Velka ¢ast EAU nebo EU tak zistéva v DNA nebo
RNA neoznadena a miize reagovat s protilatkami, pro které je dilezita oblast v okoli polohy 5
uracilové césti molekuly EdU nebo EU. Po reakei s azidovanou molekuiou je viak tato oblast pro
protilatku nedostupna. Ackoli podie nagich vysledki 1ze molekuly inkorporovaného EAU piremé-
nit na 5—acetyl-2"—deoxyuridin (AdU) pomoci koncentrovanych roztokil kyselin, tento krok s se-
bou pfinasi jen ¢astedné feseni uvedeného problému. Pro Gplnou pfeménu je nutné pouZit vysoce
koncentrované kyseliny, coz vede ve svém disledku k rozsahlému poskozeni bunéiné struktury.
Navic Fada protilatek proti BrdU, C1dU a IdU soudasné rozeznava i AdU. V pfipad€ EU pak nel-
ze tento piistup pouzit vibec, nebot’ pouzitim koncentrovanych kyselin dojde k celkové degrada-
ci RNA.
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Podstata vynalezu

Podle tohoto vynilezu je FeSenim vySe zmingnych problémi pouziti malych azidovanych ne-
fluoreskujicich molekul, které vzhledem ke svym rozmériim reaguji s inkorporovanym EdU nebo
EU daleko G¢innéji neZ relativné velké molekuly azidovanych fluorochromd. ptipadné napt. azi-
dovancho biotinu, digoxigeninu nebo jiné relativné velké molekuly bézné pouzivanych k detek-
cim EdU/EU. Nespornou vyhodou navrhovanych molekul je rovnéz skutenost, Ze nefluoreskuji
a tudi jejich pfipadna vazba na DNA, RNA nebo proteiny nevede ke zvySeni pozadi. Pouzit 1ze
tyto malé molekuly: azidomethylfenylsulfid, 2-azidoethanol, azidomethylbenzylsulfid, azido-
methylmethylsulfid, 3--azido—1.2—-propandiol, 1,3-diazido—2-propanol, 3-azido—2-propanol, 3~
azidopropanol, 1.3—diazidopropan, | 2-diazidoethan, 2—(2-azidoethoxy)ethanol, 8-azido—3.6—
dioxaoktanol, |1-azido-3,6,9-trioxaundekanol, 2-azidoethylamin, 3—azidopropylamin, 4-azido-
butylamin, S5-azidopentylamin, 6—azidohexylamin, 2—(2-azidoethoxy)ethylamin, 8-azido—3,6—
dioxaoktylamin, 11-azido-3.6,9-trioxaundecylamin, N—(2-azidoethyl)dimethylamin, N—3-
azidopropyl)dimethylamin, N—(4-azidobutyl)dimethylamin, N—5~azidopentyl)dimethylamin, N~
(6—azidohexyl)dimethylamin, N—(5-azido-3-oxapentyl)dimethylamin, N—(8—azido—3,6—dioxa-
oktyhdimethylamin, N—(11-azido—3.6,9-trioxaundecy!)dimethylamin, dale chloridy, bromidy,
jodidy, sulfaty, chloristany, tosylaty, mesylaty, nitraty, tetrafluorboraty a hexafluorfosfaty, N—(2—
azidoethyl)trimethylamonia, N—(3—azidopropyltrimethylamonia, N—(4-azidobuty!)trimethyl-
amonia, N—(5--azidopentyl)trimethylamonia, N—(6—azidohexyl)}trimethylamonia, N—(5—azido—3—
oxapentyl)trimethylamonia, N—(8-azido—3,6—dioxaokty)trimethylamonia &i N—11-azido-3,6,9—
trioxaundecyl)trimethylamonia, nebo jejich kombinaci. Pfi eliminaci nezreagovaného EAU/EU se
vyuzije rovnéZ princip click reakce, pti némz reakce mezi terminalnim ethynylem moiekuly EdU
(EU) a azidoskupinou maié molekuly probiha v prostiedi obsahujici méd'né ionty. Je to stejny
princip, jaky se vyuzZiva i pfi detekcich EQU v DNA nebo EU v RNA. Reakce s malou nefluores-
kujici azidovanou molekulou se provede az po reakci s azidovanou molekulou s fluorochromem
nebo s biotinem ¢i digoxigeninem nebo s jinou relativné velkou molekulou, ktera pozdéji slouzi
k detekct EdU. Tento pfistup umoziiuje ucinn& eliminovat antigenni vlastnosti EdU (EU) vigi
protilatkam, které by jinak s témito molekulami reagovaly. Jedna se o protilatky, pro jejich
vazbu na uvedené molekuly analogh thymidinu je dileZitd jejich modifikace v pozici 5, tedy
protilatky specificky reagujici napi. s BrdU, CldU, I1dU nebo Brl, piipadné FU.

Podstatou pfedkladaného vynalezu je tedy zpiisob eliminace S—ethynyl-2"—deoxyuridinu a 5—
ethynyluridinu jako antigenii, rozeznavanych protilatkami reagujicimi s uvedenymi molekulami
pfi detekei nukleovych kyselin, vyznadujici se tim, Ze vzorky obsahujici DNA s inkorporovanym
5—ethynyl-2'—deoxyuridinem nebo RNA s inkorporovanym S5—ethynyluridinem se ve vodnych
roztocich obsahujicich méd’'né ionty inkubuji s malou azidovanou nefluoreskujici slouéeninou
zvolenou ze skupiny, zahrnujici azidomethylfenyisulfid, 2-azidoethanol, azidomethylbenzyl-
sulfid, azidomethylmethylsulfid, 3-azido—1,2—propandiol, 1,3—diazido—2-propanol, 3—azido-2—
propanol, 3-azidopropanol, 1,3-diazidopropan, 1,2—diazidoethan, 2—(2-azidoethoxy)ethanol, 8—
azido--3,6—dioxaoktanol, 11-azido-3,6,9-trioxaundekanol, 2-azidoethylamin, 3-azidopropyl-
amin, 4-azidobutylamin, 5-azidopentylamin, 6-azidohexylamin, 2—2-azidoethoxy)ethylamin,
8-—azido-3,6-dioxacktylamin, 1l-azido-3,6,9-trioxaundecylamin, N-{2-azidoethyl)dimethyl-
amin, N—{3-azidopropyl)dimethylamin, N-(4-azidobutyl)dimethylamin, N—(5-azidopentyl)di-
methylamin, N-{6-azidohexyl)dimethylamin, N—(5-azido—3-oxapentyl)dimethylamin, N—(8—
azido-3,6—dioxaoktyl)dimethylamin, ~ N—(11-azido-3,6,9-trioxaundecyl)dimethylamin, dale
chloridy, bromidy, jodidy, sulfaty, chloristany, tosylaty, mesylaty, nitraty, tetrafluorboraty
a hexafluorfosfaty, N—{(2-azidoethyl)}trimethylamonia, N—(3—azidopropyl)trimethylamonia, N—
(4—azidobutyl gtrimethylamonia, N—5-azidopentyl)trimethylamonia, N—(6—azidohexyl)trimethyl-
amonia,  N—{(5-azido-3-oxapentyl)trimethylamonia, = N—{(8-azido—-3,6-dioxaoktyl)trimethyl-
amonia ¢i N—(11-azido-3,6,9-trioxaundecyl)trimethylamonia, nebo jejich kombinace, &imz se
ucinné blokuje interakce S—ethynyl-2'—deoxyuridinu nebo S—ethynyluridinu s protilatkami nami-
fenymi proti strukturné podobnym molekulam.
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Vyznakem uvedeného zpusobu eliminace S5—ethynyl-2"-deoxyuridinu a S—ethynyluridinu jako
antigenii, rozeznavanych protildtkami reagujicimi s uvedenymi molekulami pfi detekci nukleo-
vych kyselin je skuteénost, Ze reakce s malou nefluoreskujici azidovanou molekulou se provede
mezi dvéma reakcemi, bézné pouzivanymi pii detekci nukleovych kyselin, tedy nasledné po reak-
ci nukleovyeh kyselin s azidovanou molekulou s fluorochromem nebo biotinem ¢i digoxigeninem
pifpadné jinou relativng velkou molekulou, kterd pozdéji slouzi k detekei EdU a pred reakci
specifickych protilatek vigi nukleosidim obsazenym v detekevanych nukleovych kyselinach.

Vyu?iti uvedeného pfistupu lze piedpokladat pii sou¢asné lokalizaci BrdU (alternativné i Cldt)
nebo IdU) s EdU neho BrU &i FU s EU, pfipadné EdU nebo EU s dalsimi nukleosidy. pti jejichZ
deickei bude nutné potiadit schopnost protilaick rozezndvat EdU nebe EU. Predklidany vynalez
bude tedy nejptinosnéjsi pii vyrobé sad doddvanych pro zakladni vyzkum, jako napf. sady pro
detekei replikované DNA nebo nové syntetizované RNA. Nespornou vyhodou tohoto vynalezu je
moznost pouziti dirokého spektra protilatek proti BrdU, CldU, IdU, FU nebo BrU a piipadné
i dalgich nukleosidii bez potieby selekce téch protilatek, které nevykazuji afinitu va¢i EdU nebo
EU &i AdU.

Autorim piihlasky neni znamo, Ze by tento piistup byl n€kdy pouzit pro eliminaci EdU nebo EU
jako antigenu. ktery reaguje s protilatkami, které rozeznavaji tyto molekuly.

P¥ehled obrazka na vykresech

Obr. 1. Detekee EdU pomoci protilatky namifené proti BrdU bez pouZiti popsaného vynalezu pro
eliminaci EdU.

a) Detekce EQU pomoci azidovaného fluorochromu

b) Detekce EdU pomoci protilatky

Obr. 2. Detekce EAU pomoci protilatky, namifené proti BrdU, po pouZiti piedloZen¢ho vynilezu
k eliminaci EdU.

a) Detekce EdU pomoci azidovaného fluorochromu

b) Detekce EdU pomoci protilatky

Piiklady provedeni vynalezu

Heba bun&éna linie lidskych epitelialnich bunék
DMEM Dulbeccova modifikace Eaglova média
PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
BrdU 5-bromo—2"—deoxyuridin

Cidu 5—chloro-2"—deoxyuridin

IdU 5—jodo-2"—deoxyuridin

FU S—fluoruridin

BrU S—bromuridin

EduU 5—cthynyl-2"--deoxyuridin

EU 5—ethynyluridin

S-MEM modifikace Eaglova minimalniho média pro suspenzni buiiky
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Ptiklad |

Eliminace EdU jako antigenu v buiikach ptisedlych na podlozni skla pomoci nefluoreskujicich
azidovanych latek.

Nasledujici postup popisuje eliminaci EJU jako antigenu v HeLa buiikach pfisedlych na podloz-
nich sklickach, ve kterych se providi soucasna lokalizace EJU s BrdU, CIldU nebo 1dU, anebo
v bufikach, ve kterych se provadi eliminace EdU v DNA bez inkorporovaného BrdU, CldU nebo
tdU. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pfi teploté mistnosti, pfiemz kroky
nasledovaly po sobé bez dalich prodlev.

A) Lidské HelLa buriky (dale jen vzorky) byly pé&stovdny v Petriho miskach na kruhovych
sklech o priméru 13 mm v ristovém médiu DMEM s L—glutaminem, doplnéném 10% (obj./obj.)
fetalnim telecim sérem (PAA Laboratories). 1% (obj./obj.) gentamicinem a 0,85 g/l NaHCO;
v atmostéie s 5% (obj./obj.) CO, pti 37 °C.

B) Druhy den po pasazi byl do ristového média pfidan EdU v koneéné koncentraci 2 umol.I"".
Vzorky byly inkubovany 10 minut v atmosféfe s 5% (obj./obj.) CO, pfi 37 °C. Dale nasledoval
krok C. Alternativné bylo ristové médium obsahujici EdU odstranéno a nahrazeno stejnym
mnoZzstvim média stejného slozeni bez EAU. Vzorky byly inkubovany 3 hodiny v atmosféfe s 5%
(obj./obj.) CO, pti 37 °C. Po tfech hodindch byl do média piidan BrdU v kone&né koncentraci
2 umol.l"'. Vzorky byly inkubovany 10 minut v atmosféfe s 5% (obj.fobj.) CO; pfi 37 °C. Namis-
to BrdU byl aiternativné do ristového média pfidan CldU nebo IdU ve stejné koncentraci jako
BrdU. Pak nasledoval krok C.

C) Nasledné bylo ristové médium odstranéno a nahrazeno pufrem (1x PBS, sloZeni viz &ast
Pouzité roztoky a chemikalie, pfidany byly pfiblizné 1 az 2 ml pufru na 4 cm? plochy).

D) Pufr byl odstranén a vzorky byly 10 minut fixovany 2% (hmotnost/obj.) roztokem formalde-
hydu v 1x PBS (pH 7.4; I az 2 ml fixagniho roztoku na 4 cm” plochy).

Alternativné byly vzorky fixovany methanolem a nasledné acetonem. V tomto ptipadé byla skla
se vzorky neJdrwe inkubovana 10 minut v methanolu pii teploté —20 °C (pFiblizn& 1 az 2 mi
methanolu na 4 cm” plochy) a nasledné ponofena na 30 sekund do kadinky s 50 ml acetonu o tep-
lot& mistnosti; skla se vzorky pak byla ususena a po usuSeni vlozena do Petriho misky s 1x PBS.
V piipadé pouziti methanolu a acetonu nasledoval krok G).

E) Roztok formaldehydu byl odstranén a vzorky byly pfevrstveny 1x PBS (piiblizné 1 az 2 ml
1x PBS na 4 cm’ plochy). Po 5 minutach byl pufr odstranén a nahrazen novym o stejném slozeni.
Tento krok byl opakovan jesté jednou.

F) Nasledn¢ byl pufr odstranén. Vzorky byly 10 minut permeabilizovany 0,2% (obj./obj.) roz-
tokem Tritonu X—100 v [x PBS (piiblizné 1 az 2 ml permeabiliza¢niho roztoku na 4 cm® plochy).
Po odstranenl permeabilizaéniho roztoku byly vzorky pfevrstveny 1x PBS (piiblizné 1 az 2 ml 1x
PBS na 4 cm” kultivaéni plochy).

G) Po 5 minutich byl roztok 1x PBS odstranén a nahrazen stejnym mnozstvim tého? roztoku.
Tento krok byl opakovan jesté jednou.

H) Z misek byl odstranén roztok Ix PBS, vzorky byly pfevrstveny stejnym mnozstvim 0,5x
PBS, po | minuté byl roztok 0,5x PBS odstranén a nahrazen stejnym mnozZstvim 0,25x PBS.
Nakonec byl uvedeny roztok ze vzorku odstranén a vzorky byly pfevrstveny destilovanou vodou
(pFiblizné | az 2 ml vody na 4 cm” kultivaéni plochy). Po 5 minutach byla voda odstranéna a na-
hrazena stejnym mnozstvim destilované vody. Pak byla skla se vzorky vyjmuta pomoci pinzety
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z Petriho misky a piebytek vody byl odsat pomeci filtraéniho papiru tak, Ze skla se vzorky byla
poloZena stranou bez vzorki na filtradni papir. Poté byla skla se vzorky polozena na kapky desti-
lované vody na parafinu (50 pl/kapka). Skla sméfovala vzorky smérem doli do kapky vody.

I} Nasledné byl pfebytek vody ze vzorki odsat pomoci filtraéniho papiru tak, ze byl filtragni
papir jemné pfiloZen k hrané skla a skla se vzorky byla pfemisténa na 50pl kapku inkuba¢niho
roztoku 1 s azidovanou znadici latkou (IR—1; sloZeni roztoku je uvedeno v Zasti PouZité¢ roztoky
a chemikalie) a inkubovana 30 minut.

J}  Po inkubaci byly vzorky pfeneseny na kapku destilované vody (30 pl). Po 5 minutach byly
vzorky pfeneseny na novou stejné veikou kapku destilované vody. Tento krok byi opakovan jesté
jednou.

K) Bod K byl alternativné proveden podle popisu v bodu K 1 nebo K 2 pro vzorky znacené
EdU a BrdU (nebo CIdU nebo IdU), nebo podle popisu v bodu K 3 pro vzorky znaené vyhradné
EdU.

K1

a) Nasledné byl pfebytek vody ze vzorkl odsat pomoci filtraéniho papiru tak, Zze byl filtradni
papir jemné piilozen k hrané& skla a skla se vzorky byla pfemisténa do inkuba¢niho roztoku 2
v Petriho misce (IR-2; 1,5 ml roztoku na 9 cm’ plochy, sloZeni inkubaéniho roztoku je uvedeno
v ¢asti Pouzité roztoky a chemikalie). Alternativné byla Petriho miska zcela zaplnéna [R-2. Tim
doslo k minimalizaci provzdusiiovani smési. V dal§im pfipadé byla pina Petriho miska po uzavie-
ni utésnéna omotanim parafilmem po celém obvodu, nebo byla smés po dobu inkubace probubla-
vana dusikem. Skla byla umisténa do Petriho misek tak, ze sméfovala vzorky nahoru do roztoku.

b} Petriho misky se vzorky na sklech byly pfemistény na tfepacku (PS-M3D, Grant-Bio) a zde
byly inkubovény alternativné po dobu 10 nebo 30 minut pfi rychlosti 30 otddek/minutu.

¢) Inkubaéni roztok byl odstrangn a vzorky byly pfevrstveny destilovanou vodou (pfiblizné 1
az 2 ml vody na 4 em® plochy). Po jedné minut& byla voda odstranéna a nahrazena stejnym
mnozstvim vody. Tento krok byl opakovan jesté jednou.

d) Voda byla odstranéna a nahrazena vymyvacim roztokem (1,5 mi roztoku na 9 cm’ plochy).
SloZeni vymyvaciho roztoku je uvedeno v &asti Pouzité roztoky a chemikalie. Petriho misky se
vzorky na sklech byly pfemistény na tiepatku a zde byly inkubovany do odbarveni, minimalné
ale 30 minut, nebo v pifpadé nezabarvenych vzorkii 30 minut. V pribéhu vymyvéni byla skla
vzdy po 10 minutach nadzvednuta pinzetou tak, aby doslo k vymyti prostoru pod skly a rovnéz
spodni strany skla. Skla byla v pribéhu nadzvedavani zcela ponofena v roztoku.

e) Vymyvaci roztok byl odstranén a vzorky byly pievrstveny destilovanou vodou (pfiblizne 1
a% 2 ml vody na 4 cm” plochy). Po 2 minutich byla voda odstranéna a nahrazena stejnym mnoist-
vim vody. Tento krok byl opakovan jesté jednou.

f) Nasledné byly alternativné provedeny kroky {) nebo if) po kterych pak nasledoval bod L.
D

Z misek byla odstranéna voda, vzorky byly pfevrstveny stejnym mnozstvim 100 mmol.I”" Tris-
Cl (pH 7.4), po jedné minuté byl roztok odstranén a nahrazen stejnym mnoZstvim roztoku stejné-
ho slozeni. Tento krok byl jesté tfikrat opakovan. Dale byla skla se vzorky vyjmuta pomoci pin-
zety z Petriho misky a piebytek pufru byl odsat pomoci filtra¢niho papiru tak, ze skla se vzorky
byla poloZena stranou bez vzorkil na filtraéni papir. Skla se vzorky byla poloZena na kapky
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100 mmol.l ' Tris—-CI (pH 7.4) na parafinu (50 pl/kapka). Skla sméfovala vrstvou se vzorky smé-
rem doli do kapky:,

1)

Skla se vzorky byla vyjmuta pomoci pinzety z Petriho misky a piebytek vody byl odsat pomoci
filtradniho papiru tak, Ze skla byla polozena stranou bez vzorki na filtraéni papir. Skla se vzorky
pak byla poloZena na kapky destilované vody na parafilmu (50 pul/kapka). Skla sméfovala vrstvou
se vzorky smérem doli do kapky vody. Vzorky pak byly inkubovany 30 minut s exonuklea-
zou Il (sloZeni roztoku je uvedeno v asti Pouzité roztoky a chemikalic) na kapkach o velikosti
20 pl. Nasledné byla skla se vzorky pienesena na kapku 100 mmol.l ' Tris—Cl (pH 7.4, 50 ul).
Po 2 minutach byla skla se vzorky pfenesena na novou kapku roztoku stejného slozeni. Tento
krok byl jesté tfikrat opakovan,

K2

a) Nasledné byl pfebytek vody ze vzorkl odsat pomoci filtraéniho papiru tak, ze filtradni papir
byl jemné pfiloZen k hran& skia a skla se vzorky byla piemisténa do Petriho misek se 4 moi.l '
kyselinou chlorovodikovou nebo 0,07 mol.l”' hydroxidem sodnym (piiblizné 1 aZ 2 ml roztoku
kyseliny nebo hydroxidu na 4 cm’ plochy), pfitemz strana se vzorky sméfovala nahoru do rozto-
ku. Vzorky v kyseling chlorovodikové byly inkubovany 20 minut pii teplot¢ 25 °C. Vzorky
v hydroxidu sodném byly inkubovany 3 minuty pti teploté 25 °C.

b} Z misek byl odstranén roztok kyseliny nebo hydroxidu, vzorky byly pfevrstveny stejnym
mnoZstvim 100 mmol.I"' Tris—Cl (pH 7,4), po | minuté byl roztok nahrazen stejnym mnozstvim
roztoku stejného sloZeni a tento krok jestg tiikrat opakovén.

c¢) Skla se vzorky pak byla vyjmuta pomoci pinzety z Petriho misky a piebytek roztoku byl
odsit pomoci filtratniho papiru tak, Zze skla se vzorky byla poloZena stranou bez vzorki na
filtratni papir. Poté byla skla se vzorky poloZena na kapky 100 mmol.I"' Tris—ClI (pH 7.4; 50 ul)
na parafilmu. Skia sméfovala se vzorky smérem dolii do kapky vody.

K3
V pfipadé vzorkil znafenych jenom EdU nasledoval po bodu J okamzité bod L.

L) Nasledné byl pfebytek vody ze vzorka odsat pomoci filtradniho papiru tak, Ze byl filtradni
papir jemné pfiloZen k hrang skla a skla se vzorky byla poté piemisténa na kapku (50 pl) inku-
baéniho roztoku 3 (IR-3; sloZeni roztoku je uvedeno v &isti Pouzité roztoky a chemikalie)
a inkubovany alternativné 1 minutu, 30 minut nebo 3 hodiny.

M) Po inkubaci byly vzorky pfeneseny na kapku 100 mmol.I'' Tris—Ci (pH 7.4, 50 ub) a inkubo-
vany 10 minut. Tento krok byl opakovan jeité dvakrat.

Ptiklad 2

Eliminace EdU jako antigenu pomoci nefluoreskujicich azidovanych latek v tkanich.

Nasledujici postup popisuje eliminaci EAU v jatern{ tkani ttidennich potkanii, ve které se provadi
soucasna lokalizace EAU s BrdU, CldU nebo IdU, nebo v tkani, ve které se provadi eliminace

EdU v DNA bez inkorporovaného BrdU, CldU nebo IdU. Neni-K uvedeno jinak, veikeré kroky
byly provadény pfi teploté mistnosti, pfidemz kroky nasledovaly po sobé bez dal3ich prodlev.
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A) Tridenni potkani samci byli usmrceni dekapitaci a nasledng jim byla vyjmuta jatra. Jatra
byla nakrajena na malé kousky (3 mm — nejdel3i rozmér) a polozena do Petriho misek s HelLa
bufikami inkubovanymi jeden den v ristovém médiu DMEM s L-glutaminem. dopinéném 10%
{obj./obj.) fetilnim telecim sérem (PAA Laboratories), 1% (obj./obj.) gentamicinem a 0.85 g/i
NaHCO;.

B) Do ristového média byl pfidan EdU v konetné koncentraci 2 pmol.I™'. Vzorky byly inkubo-
vany 10 minut v atmosféfe s 5% (obj./obj.) CO, pfi 37 °C. Déle nasiedoval krok C. Alternativné
bylo ristové médium obsahujici EAU odstranéno a nahrazeno stejnym mnozstvim média stejného
slozeni bez EdU. Kousky jater byly inkubovany 3 hodiny v atmosféfe s 5% (obj./obj.) CO2 pii
37 °C. Po tfech hodinach byi do média pfidan BrdU v koneCn€ koncentraci 2 pmoli ! Kousky
jater byly inkubovany 10 minut v atmosféfe s 5% {obj./obj.) CO, pfi 37 °C. Alternativné byl do
rastového média namisto BrdU piidan CldU nebe 1dU ve stejné koncentraci jako Brdll. Pak nas-
ledoval krok C.

C) Nasledng bylo ristové médium odstranéno a kousky jater byly ptevrstveny putrem (1x PBS,
slozeni viz &ast Pouzité roztoky a chemikalie, pfidiny byly ptiblizné 1 aZz 2 ml putru na 4 cm’
kultivaéni plochy). Po 5 minutach byl pufr odstranén a nahrazen stejnym mnozstvim 1x PBS stej-
ného slozeni. Tento krok byl jesté jednou opakovan.

D) Kousek jater byl vloZzen mezi dvé kruhova skla o priméru 13 mm potazené 1% (hmot-
nost/obj.) Zelatinou a tkaf byla po povrch skel roztazena pomoci jemného tlaku pinzetou na sklo.
Skla byla oddélena a obé byla vloZena do Petriho misky s 1x PBS tak. ze skla sméfrovala vzorky
tkani nahoru do roztoku.

E) V dalsich krocich bylo postupovano dle kroku uvedenych v Piikladu 1 (DM,

Piiklad 3

Eliminace EdU jako antigenu pomoci nefluoreskujicich azidovanych latek v suspenznich bufi-
kach.

Nésledujici postup popisuje eliminaci EdU v suspenznich Hel.a 83 buiikach, u kterych se EdU
lokalizuje souc¢asné s BrdU, CIdU nebo IdU, nebo v buiikach, v nichz se provadi eliminace EdU
v DNA bez inkorporovaného BrdU, CIdU nebo IdU. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly
provadény pii teploté mistnosti, pfi¢emz kroky ndsledovaly po sobé¢ bez dalSich prodlev.

A) Lidské HeLa S3 buiiky (dale jen vzorky) byly péstovany v kultivagnich lahvich (objem lahvi
byl 50 ml), které byly tfepany, v ristovém médiu S-MEM (modifikace Eaglova minimalniho me-
dia pro suspenzni bufiky, Sigma) s 2 mmol.l ! L-glutaminem a s 10% (obj./obj.) fetalnim telecim
sérem (PAA Laboratories), 1% (obj./obj.) gentamicinem a 0,22% (hmotnost/obj.) NaHCO,
v atmosféte s 5% (obj./obj.) CO; pii 37 °C. Bunééna suspenze obsahovala pfiblizné 5 az 8 x 10°
bunék na 1 mililitr.

B) Druhy den po pasazi byl do riistového média piidan EdU v koneéné koncentraci 2 pmol.| i
Vzorky byly inkubovany 10 minut v atmosféfe s 5% (obj./obj.) CO; pti 37 °C.

C) Nasledng byla suspenze bunék prenesena do 15mililitrové centrifugacni zkumavky a vzorky
byly odstted’ovany | minutu pfi 180 g. Supernatant byl odstranén (ve zkumavce bylo ponechano
200 pl média) a ke vzorkam bylo ptidano nové médium (10 ml). Vzorky byly rozsuspendovany
a nasledné opét odstfed'ovany | minutu p¥i 180 g. Supernatant byl odstranén (ve zkumavce bylo
ponechano 200 pul média) a k peletu vzorkil bylo pfidano 10 ml nového média. Pelet vzorkd byl
rozsuspendovan. Dale nasledoval bud’ bod E), nebo byly vzorky inkubovany 3 hodiny v atmo-
sféfe s 5% (obj./obj.) CO, pfi 37 °C a nasledoval bod D).




1)

20

30

s

40

45

50

CZ 303252 B6

D) Po tiech hodinach byl do riistového média piidan BrdU v koneéné koncentraci 2 pmol.l™".
Vzorky byly inkubovany 10 minut v atmosféte s 5% (obj./obj.) CO, pii 37 °C. Alternativné byl
do ritstového média namisto BrdU pfidan CldU nebo IdU ve stejné koncentraci jako BrdU. Nas-
ledné byly vzorky odstied'ovany | minutu pfi 180 g. Supernatant byl odstranén (ve zkumavce
bylo ponechano 200 ul média) a ke vzorkiim bylo pfidano nové médium (10 ml). Vzorky byly
rozsuspendovany a nasledné opét odstfed’'ovany | minutu pfi 180 g. Supernatant byl odstranén
(ve zkumavce bylo ponechano 200 pl média) a k peletu vzorkii bylo piidano 10 ml nového mé-
dia. Pelet vzorkii byl rozsuspendovan.

E) Vzorky byly rozsuspendovany a nasledné opét odstfed’ovany | minutu pii 180 g. Superna-
tant byl odstranén (ve zkumavce bylo ponechano 200 pl média) a k peletu vzorki byl pFidan 1 ml
noveého média. Pelet vzorki byl rozsuspendovan. 50 pi kapka suspenze bunék byia pfenesena na
kruhovi skla o priméru 13 mm, potazené vrstvou poly—L-lysinu (zpiisob pfipravy téchto skel je
popsan v Casti PouZité roztoky a chemikalie). Po 2 minutach byi prebytek média odsat pomoci
filtraéniho papiru tak, Ze byl filtradni papir jemné& p¥iloZen k hrané skla. Skla byla poloZena do
2% (hmotnost/obj.) roztoku formaldehydu v Petriho misce a skla se vzorky byla fixovana 10 mi-
nut. Skla byla umisténa do Petriho misek tak, ze sméfovala vzorky nahoru do roztoku.

F) V dalSich krocich bylo postupovano podle bodi E-M prikladu 1.

Navrzeny postup Ize pouzit i pfi praci se suspenzi bunék po celou dobu jejich Zpracovani, napfi-
klad pro FACS (Fluorescence Activated Cell Sortin). V tomto pFipadé bylo postupovano dle bod(
A az D ptikladu 3 a nasledné podle bodi D-M ptikiadu 1 s tim, e pfi odstraiiovani veskerych
roztoka, pfidavani novych a pti promyvani byly buiiky odstred’ovany 1 minutu pfi 180 g, nasled-
né byl odstranén supernatant (ve zkumavce bylo ponechano 200 ul roztoku), k bufikam byl pii-
dan novy roztok dle rozpisu v pfikladu 1 (2 ml), buiiky v ném byly rozsuspendovany a inkubova-
ny po doby, uvedené v jednotlivych bodech ptikladu 1. V prib&hu tdchto kroki byly buiiky tfe-
pany na tfepatce (Vortex Wizard, VELP Scientifica, pfi 300 otddkach za minutu). V pfipadé
inkubace v IR byly zkumavky zcela naplnény IR a uzavieny nebo probublivany dusikem po
celou dobu inkubace v IR.

Ptiklad 4

Eliminace EdU jako antigenu pomoci nefluoreskujicich azidovanych latek v buitkach piisedlych
na podloZni skla, suspenznich buiikach a tkanich pFed inkubaci, zpFistupfiujici pyrimidinové
nukleosidy.

Nasledujici postup popisuje alternativni eliminaci EdU jako antigenu v HeLa bufikach piisedlych
na podloZnich skli¢kach, suspenznich HeLA S3 butikach nebo v jaterni tkani tfidennich potkani,
u kterych se EdU lokalizuje sou¢asné s BrdU, CldU nebo IdU, anebo v buiikach, v nich? se elimi-
nuje EJU v DNA bez inkorporovaného BrdU, CldU nebo IdU. Neni-li uvedeno jinak, veskeré
kroky byly provadény pfi teploté mistnosti a nasledovaly po sobé bez dalsich prodlev.

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

Po bodu J prikladu | nasledovala nejdiive inkubace vzorkii v IR-3 podle bodu L ptikladu 1: Nej-
prve byl prebytek vody ze vzorki odsat pomoci filtraéniho papiru tak, ze byt filtra&ni papir jemné
piiloZen k hrané skla a skla se vzorky byla pfemist&na na kapku (50 pi) IR—3 (sloZeni roztoku je
uvedeno v Easti PouZité roztoky a chemikélie). Vzorky zde byly inkubovany alternativné 1 minu-
tu, 30 minut nebo 3 hodiny. Po inkubaci byly vzorky preneseny na kapku destilované vody
(50 pl). Po 5 minutiach byly vzorky pfeneseny na novou stejné veikou kapku destilované vody.
Tento krok byl opakovan jesté jednou. Pak nasledoval bod K a po ném bod M podle piikladu .
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Priklad 5

Eliminace EU jako antigenu pomoci nefluoreskujicich azidovanych latek v buiikach pfisediych
na podlozni skla, suspenznich buiikach a tkanich.

Nasledujici postup popisuje e!iminaci EU jako antigenu v HeLa buiikdch pfisedlych na podlo7-
nich skli¢kach, suspenznich HeLa 83 bunkach nebo v jaterni tkani tfidennich potkani, u kterych
se EU lokalizuje sou¢asné s BrU, pfipadn& FU, anebo v buitkach, v nichZ se eliminuje EU v DNA
bez inkorporovaného BrU nebo FU. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pfi
fepioi€ mistnosti, piitemz kroky nasledovaly po sob¢ bez dalSich prodiev.

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

Vzorky byly misto s EQU inkubovany s EU, a to v kone€né koncentraci 5 pumol.I”, vzorky byly
stejné jako v pfipadé EdU inkubovany 10 minut. Vzorky nebyly inkubovany s BrdU, CldU nebo
1dU, ale byly inkubovany s BrU nebo FU v koncentraci 5 p.mol.l".

Byl zcela vynechan bod K.

Alternativné jsme pouZili postup popsany v pfikladu 4. V tomto pfipadé byly vzorky rovnéZ mis-
to s EdU inkubovany s EU, a to v kone¢né koncentraci 5 umol.I™!, vzorky byly stejné jako v pfi-
padé EdUJ inkubovany 10 minut. Vzorky nebyly inkubovany s BrdU, CldU nebo 1dU. ale byly
inkubovany s BrU nebo FU v koncentraci 5 pmol.I™%

Byl zcela vynechan bod K.
Pouzité roztoky a chemikalie:
1. Fosfdtem pufrovany fyziologicky roztok (PBS)

10x PBS (desetindsobné koncentrovany roztok PBS):
1,4 mol.I"* NaCl
26 mmol.I"' KCI
90 mmol.I"' Na,HPO,
14 mmol.I"' KH,PO,

Uvedené slozky byly rozpustény v destilované vod¢ a pH upraveno do rozmezi 7.3 az 7.4

1x PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok v obvyklé koncentraci)
0,5x PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok v polovi¢ni koncentraci)

0.25x PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok ve &tvrtinové koncentraci)

2. Inkubacéniroztok 1 (IR-1):

4. Destilovana voda
b. 100 mmol.I" Tris—Cl, pH 7,4

10 mmol.l"' askorbat sodny

o
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d. 4 mmol.l "' siran médnaty
e. 20 pmol.l ' tetramethylrhodamin—azid (TAMR A—azid)

Zminéné slozky IR byly pfidavany v uvedeném pofadi.

f.  Destilovana voda

g- 100 mmol.l ' Tris—Cl, pH 7.4
h. 10 mmol.I"" askorbat sodny
i. 4 mmol.l'"' siran médnaty

j- 20 umol.I'"" biotin—azid
Zminéné slozky IR byly pridavany v uvedeném pofadi.
2. Inkubacni roziok 2 (IR-2):

Destilovana voda

&

b. 10 mmol.I"" askorbat sodny
¢. 4 mmol.l" siran méd’naty

Zminéné slozky IR byly pfidavany v uvedeném pofadi.
3. Inkubacni roztok 3 (IR-3):

Destilovana voda

100 mmol.l™! Tris—Cl, pH 7,4
10 mmol.I"" askorbat sodny
4 mmol.I"' siran méd’naty

¢ &6 o

Alternativné 0,001; 2 nebo 100 mmol.I”' azidomethylfenylsulfid
Zmin&né slozky IR byly pfidavany v uvedeném pofadi.

Alternativné byl namisto azidomethylfenylsulfidu pouzit 2-azidoethanol, azidomethylbenzyl-
sulfid, azidomethylmethylsulfid, 3—azido—1,2—propandiol, 1,3—diazido—2—propanot, 3—azido—2-
propanol, 3-azidopropanol, 1,3-diazidopropan, 1.2—diazidoethan, 2—(2—azidoethoxy)ethanol, 8—
azido—3,6—dioxaoktanol, 1 1-azido-3,6,9-trioxaundekanol, 2-azidoethylamin, 3-azidopropyl-
amin, 4-azidobutylamin, 5-azidopentylamin, 6—azidohexylamin, 2—(2-azidoethoxy)ethylamin,
8-azido-3,6—dioxaoktylamin, I 1-azido—3,6,9-trioxaundecylamin, N-{(2-azidoethyl)dimethyl-
amin, N-{3-azidopropyl)dimethylamin, N—(4-azidobutyl)dimethylamin, N-(5-azidopentyl)di-
methylamin, N—(6-azidohexyl)dimethylamin, N—(5-azido—-3—oxapentyl)dimethylamin, N—(8~
azido-3,6—dioxaoktyf)dimethylamin, N-{1 |-azido-3,6,9-trioxaundecyl)dimethylamin, dale chlo-
ridy, bromidy, jodidy, sulfity, chloristany, tosylaty, mesyiaty, nitraty, tetrafluorboraty a hexa-
fluorfosfaty, N—(2-azidoethy!)trimethylamonia, N—(3-azidopropytrimethylamonia, N—{4-
azidobutyl}trimethylamonia, N—(5-azidopentyl)trimethylamonia, N—(6--azidohexyl)trimethyl-
amonia,  N—(5-azido-3—oxapentyl)trimethylamonia, N{S—uido—B,6—dioxaoktyl)trimethyl-
amonia ¢i N—(11-azido-3,6,9~trioxaundecy|)trimethylamonia ve stejné koncentraci jako azido-
methylfenylsulfid, nebo byla pouzita kombinace uvedenych latek.

-10-
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4. Vvmyvaci roztok:

a. 100 mmol.i" Tris—HCIL, pH 7.4
100 mmol.I"' NaCl

S Roztok exonukleazy I

a) Destilovana voda

b} Ix pufr pro exonukleazu |II (Fermentas, 2 ul 10x koncentrovaného pufru do 20 pl smési),
tento pufr jo doddvan jako 10x koncentrovany. Slozeni 10x koncentrovaného pufru je
nasledujict: 660 mmol.I”" Tris—HC! (pH 8,0 pfi 30 °C), 6.6 mmol.I"' MgCl,.

¢) 1U/pl Exonukleaza I1i (Fermentas)

Jedna jednotka (U) enzymu uvolni za 30 minut 1 mmoi produktu z DNA E. coli pfi 37 °C.
Enzymaticka aktivita byla mefena v nasledujici smési: 50 mmol.I™ Tris—HCI (pH 8,0),
$ mmol.I"" MgCl,, 1 mmol.I"" dithiothreitol a 0.05 mmol.i”" ultrazvukem dezintegrované
(sonikované) DNA z E. coli.

6. Priprava polylysinovych skel pro ukotveni suspenznich bunék

Kruhova skla s primérem 13 mm byla polozena do 50ml kadinky s 20 ml 96% (obj./obj.) ethano-
Ju. Po 10 minutach byla pomoci pinzety ptenesena do Petriho misky, ve které byl na dné poloZe-
ny filtraéni papir a ususena. Skia byla na dob 1 minuty ponotfena do 0,01% (obj./obj.) roztoku
poly—L-lysinu v DMEM, nasledné na 30 sekund do 1x PBS a jesté jednou na 30 sekund do PBS.
Tento krok byl jesté 3x opakovan. Nakonec byla skla poloZena na filtraéni papir a usuiena.

Pramyslova vyuZitelnost

Zpusob eliminace EdU a EU jako antigenu rozeznavaného protilatkami reagujicimi s uvedenymi
molekulami je vyuzitelny v pfipadech, kdy je nutné provadét nékolikandsobné detekce pomoci
protilatek namifenych proti strukturné podobné, soucasng detekované molekule. Jedna se napf.
o soucasnou lokalizaci BrdU a EAU nebo BrU a EU. V této souvislosti je moZné mimo jiné pted-
poklddat v&lenéni této procedury a jednotlivych pouzitych latek do sad pro detekci DNA nebo
RNA.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob eliminace 5—ethynyl-2'—deoxyuridinu a 5—ethynyluridinu jako antigeni, rozeznava-
nych protilatkami reagujicimi s uvedenymi molekulami p#i detekci nukleovych kyselin.
vyznadujici se tim, Ze vzorky obsahujici deoxyribonukleovou kyselinu s inkorporova-
nym S—ethynyl-2"—deoxyuridinem nebo ribonukleovou kyselinu s inkorporovanym S5—ethynyl-
uridinem se ve vodnych roztocich obsahujicich méd'né ionty inkubuji s malou azidovanou ne-
fluoreskujici sloudeninou zvolenou ze skupiny, zahrnyjici azidomethylfenylsulfid, 2-azido-
ethanol, azidomethylbenzylsulfid, azidomethylmethylsulfid, 3-azido-1,2-propandiol, 1,3-diazi-
do—2—propanol, 3—azido—2—propanol, 3—azidopropanol, 1,3-diazidopropan, 1,2—diazidoethan, 2-
(2-azidoethoxy)ethanol, 8-azido-3,6-dioxaoktanol, | 1—azido—3.,6.9—trioxaundekanol, 2-azido-
ethylamin, 3-azidopropylamin, 4—azidobutylamin, 5-azidopentylamin, 6-azidohexylamin, 2-(2-
azidoethoxy)ethylamin. 8—azido—3.6—dioxaoktylamin, | |--azido—3,6.9—trioxaundecylamin, N—(2—
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azidoethyl)dimethylamin, N—(3—azidopropyl)dimethylamin, N—(4—azidobutyl)dimethylamin, N~
{Swazidopcntyl)dimethylamin, N—(6-azidohexyl)dimethylamin, N—(5-azido—3—oxapentyl)di-
methylamin, N—{(8-azido-3,6~dioxaokty!)dimethylamin, N—(I 1-azido-3,6,9—trioxaundecyl)di-
methylamin, dale chloridy, bromidy, jodidy, sulfaty, chloristany, tosylaty, mesylaty, nitraty, tetra-
fluorboraty a hexafluorfosfaty, N-—(2-azidoethyl)trimethylamonia, N—(3—azidopropyl)trimethyl-
amonia, N—(4-azidobutyl)trimethylamonia, N—(5-azidopentyl)trimethylamonia, N—(6~azido-
hexyhtrimethylamonia, N-(5-azido-3—oxapentyl)trimethylamonia, ~ N—(8-azido-3,6—dioxa-
oktyl)trimethylamonia, N—(1 1-azido-3,6,9-trioxaundecyl)trimethylamonia nebo jejich kombina-
ce, ¢imZ se ¢inné blokuje interakce S—ethynyl-2"~deoxyuridinu nebo 5—ethynyluridinu s proti-
latkami namifenymi proti strukturné podobnym molekulam.

2. Zpisob eliminace 5—ethynyl-2'—deoxyuridinu a 5—ethynyluridinu jako antigent, rozeznva-
nych protilatkami reagujicimi s uvedenymi molekulami pfi detekci nukleovych kyselin podle
naroku l. vyznadujici se tim, Ze reakce s malou nefluoreskujici azidovanou moleku-
lou se provede mezi dvéma reakcemi, pouzivanymi pfi detekci nukleovych kyselin, tedy

= nasledn¢ po reakci nukleovych kyselin s azidovanou molekulou nesouci fluorochrom nebo
biotin nebo digoxigenin nebo jinou relativné velkou molekulu, ktera pozdéji slouZi k detekci EAU

a

—~  pied reakci specifickych protilatek vidi nukleosidim obsazenym v detekovanych nukleo-
vych kyselinach.

2 vykresy
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