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Nazev vynalezu:

Zpiusob stabilizace protilatek
rozeznavajicich 5-bromo-2’-deoxyuridin
a/nebo 5-chloro-2’-deoxyuridin a/nebo S-
jodo-2'-deoxyuridin v mistech inkorporace
téchto nukleosidi do DNA po pusobeni
jednomocnou médi a/nebo exonukleazou 111

Anotace:

Zpusob dovoluje efektivné stabilizovat protitatky
rozeznavajici 5-bromo-2’-deoxyuridin a/nebo 5-chloro-
2’-deoxyuridin a/nebo 5-jodo-2’-deoxyuridin v DNA

v mistech inkorporace t&chto nukleosidi do DNA po
piisobeni jednomocnou médi a/nebo exonukleazou I1L
Zpisob spotiva v inkubaci vzorki, po pisobeni
jednomocnou médi a/nebo exonukledzou I1I a inkubaci
s protilatkou, v roztoku formaldehydu a je vyuZitelny jak
v ptipadg, Ze jsou pouZity systémy zaloZené na dvou
protilatkach, tak systémy zaloZené na protilatce
konjugované s riznymi latkami napf. fluorochromy.
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Zpiisob stabilizace protilatek rozeznavajicich 5S-bromo—2'-deoxyuridin a/nebo 5—chloro-2'-
deoxyuridin a/nebo 5-jodo—2'-deoxyuridin v mistech inkorporace téchto nukleosidii do
DNA po piisobeni jednomocnou médi a/nebo exonukleazou III

Oblast techniky

Vynalez se tyka zpiisobu stabilizace protilatek rozeznavajicich S—bromo—2'-deoxyuridin a/nebo
5—chloro—2'-deoxyuridin a/nebo 5—jodo—2'-deoxyuridin ve dvoufetézcové DNA v mistech inkor-
porace téchto nukleosidi do DNA po piisobeni jednomocnou médi a/nebo exonukleazou III.

Dosavadni stav techniky

Pouziti systémi pro detekci znaGené DNA zaloZenych na reakci specifické protilatky a znacicich
nukleosidi, které jsou soucasti DNA, se specifickymi protilatkami je bézné jak v zakladnim, tak
aplikovaném vyzkumu. Nejcastéjsim piikladem takto pouzivanych nukleosidi je 5—bromo—2'-
deoxyuridin (BrdU), 5—chloro—2'-deoxyuridin (CldU) nebo 5—jodo—2-deoxyuridin (IdU), dale
jen "znagené nukleosidy". Pouziti znadenych nukleosidi dovoluje napf. rychlou analyzu bunéc-
nych populaci z hlediska jejich proliferacni aktivity.

Jelikoz tyto specifické znacici nukleosidy jsou ve struktufe dvouretézcové DNA zpravidla nepfi-
stupné pro reakci s protilatkou, jsou pro jejich zptistupnéni v burikdch a tkanich pouZivany spe-
cialni kroky (napt. Genes Dev, 14, 2855-2868; J Cell Sci, 115, 4037-4051; PLoS One, 17,
€52584), které jsou naprosto klicové pro nasledujici detekce znacené dvoufetézcové DNA.
Prikladem t&chto krokii je pouZiti roztokd kyseliny chlorovodikové (depurinace), hydroxidu sod-
ného (rozvolnéni struktury DNA v disledku deprotonace nukleobazi), pouziti DNazy I nebo
smési DNazy I a exonukledzy, pouziti jednomocnych iontd médi nebo kombinace jednomocnych
iontG médi a nasledného pouZiti exonukleazy. V zavislosti na typu zpfistupnéni a intenzité piso-
beni dochazi k men$im nebo vétsim poskozenim DNA a dal$ich bunéénych struktur, pfi¢emz
systémy zaloZené na enzymatickém pfistupu, ptipadné zalozené na plsobeni meédi jsou prede-
v8im s ohledem na nizsi stupeni poskozeni bun&éné struktury vyhodn&jsi nez systémy zaloZené na
pusobeni kyseliny nebo hydroxidu.

Podstata vynalezu

Nase vysledky ukazaly, ze veskeré systémy zaloZené na plsobeni médi a/nebo na pouZiti exo-
nukleazy III jsou velice citlivé ke kvalité pouZité protilatky. Obecné protilatky s niz$i afinitou
vidi znaenym nukleosidim neposkytuji dostateCny signal, pfipadné je tento signdl velice nesta-
bilni a v prib&hu ¢asu dochazi k jeho ztraté. Predkladana prihlaska vynélezu popisuje postup
umoziujici efektivni stabilizaci protilatek v mistech inkorporace znacenych nukleosidi pii po-
uziti systéma pro zpiistupnéni zna¢enych nukleosidii pomoci méd’nych iontl a/nebo exonukledzy
[I1. Systém je zaloZen na inkubaci vzorku se znadenymi nukleosidy v bunééné DNA v roztoku
obsahujicim formaldehyd. Tento krok je pouzit po ovlivnéni bun€k nebo tkani méd’nymi ionty
a/nebo exonukleazou III a reakci s protilatkami rozeznavajicimi BrdU a/nebo CIdU a/nebo IdU.
Piiklady provedeni zahrnuji jak pfipad, kdy je pouZit protilatkovy systém zaloZeny na dvou proti-
latkach, kdy je v prvnim kroku provedena reakce s tzv. primarni protilatkou, kterad specificky
rozeznava BrdU a/nebo CIdU a/nebo IdU (dale jen primarni protilatka), nasledné je tato proti-
latka stabilizovana v misté inkorporace znaceného nukleosidi pomoci roztoku formaldehydu
a pak je provedena reakce s druhou, tzv. sekundarni protilatkou (dale jen sekundarni protilatka),
ktera specificky rozeznava primarni protilatku, tak i piipad, kdy je pouzita protilatka rozeznavaji-
ci BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU a tato protilatka je konjugovana s dalSimi latkami napt. typu
fluorochromi nebo biotinu nebo dal$imi latkami. Vysledky ukazaly, ze stabiliza¢ni krok zaloze-
ny na inkubaci vzorki v roztoku formaldehydu zpravidla negativné neovliviiuje naslednou reakci
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primdrnich protilatek se sekundarnimi protilatkami a rovnéz je plné sluditelny s detekci pomoci
protilatek konjugovanych s dalSimi latkami napt. typu fluorochromi nebo biotinu nebo dal§imi
latkami. Pfiklady provedeni demonstruji, ze pfistup je vyuZitelny ve vSech situacich, kdy je
pouzita jednomocna méd’ a/nebo exonukleaza Il jako soucast protokolu pro odhaleni znacenych
nukleosid(i v bunééné DNA. To zahrnuje veskeré piipady, kdy jsou méd’'né ionty pouzity samo-
statné nebo v kombinaci s exonukledzou III, tak pripady, kdy je exonukleaza IIl pouZzita samo-
statn¢ napf. v piipad¢ fezl nebo v kombinaci napf. s kyselinou piipadné s DNazou 1.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1 Na obrazku jsou znazornény vysledky detekce BrdU inkorporovaného v bunécné DNA po
pouziti jednomocné médi a exonukleazy III s pouZzitim (plus) nebo bez pouziti (minus) stabili-
zacniho kroku pomoci formaldehydu (FA). Pro detekct BrdU bylo pouzito nékolik riznych klond
primarnich protilatek proti BrdU. Protilatky byly nebo nebyly po reakci fixovany formaldehydem
a nasledné byly detekovany pomoci sekundarni protilatky konjugované s fluorochromem. Graf
ukazuje signal v jadrech replikujicich bun€k (bun€k obsahujicich BrdU). Z grafu je patrné, ze
pusobeni formaldehydu vyrazné zvySuje signal u vSech pouzitych protilatek.

Ptiklady uskute¢néni vynalezu

Seznam pouzitych zkratek

Hela bunécna linie lidskych epitelidlnich bun¢k

DMEM Dulbeccova modifikace Eaglova média

PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

BrdU 5-bromo—2'—deoxyuridin

CldU 5—chloro—2'-deoxyuridin

IdU 5—jodo-2'-deoxyuridin

S-MEM modifikace Eaglova minimalniho média pro suspenzni buriky
HC1 kyselina chlorovodikova

Priklad 1

Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo 1dU v DNA v mistech inkor-
porace téchto nukleosidd po piisobeni m&d’nymi ionty a exonukledzou III v buiikach ptisedlych
na podloznich skli¢kach.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namitenych proti BrdU a/nebo CIdU a/nebo IdU
v HeLa buiikach ptisedlych na podloznich skligkach po pilisobeni méd’nymi ionty a exonukleazou
1II. Neni-li uvedeno jinak, vedkeré kroky byly provadény pfi teploté mistnosti, pficemZ kroky
nasledovaly po sobé bez dalsich prodlev.

A) Lidské HeLa buiiky (dale jen vzorky) byly péstovany v Petriho miskach na kruhovych sklech
o priméru 12 mm v réistovém médiu DMEM s L-glutaminem (Gibco) s 10% (obj./obj.) fetalnim
telecim sérem (PAA Laboratories), 1% (obj./obj.) gentamicinem a 3,7 g/l NaHCO; v atmosféie s
5% (obj./obj.) CO, pii 37 °C.

B) Druhy den po pasazi byl do riistového média piidan BrdU v kone&né koncentraci 10 pmol.I™".
Vzorky byly inkubovany alternativag 10, 20, 30 nebo 60 minut v atmosféfe s 5% (obj./obj.) CO,
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pfi 37 °C. Alternativné byl do rastového média pfidan CldU nebo IdU ve stejné koncentraci jako
BrdU.

C) Nasledné bylo ristové médium odstranéno a nahrazeno pufrem (1x PBS, sloZeni viz Cast
Pouzité roztoky a chemikalie, piidany byly p¥iblizné 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; 1 az 2 ml fixa¢niho roztoku na 4 cm plochy).

Alternativné byly vzorky fixovany metanolem a nasledné acetonem. V tomto piipadé byla skla se
vzorky nejdfive inkubovéna 10 minut v metanolu pfi teplot¢ —20 °C (pfiblizné 1 aZ 2 ml metano-
lu na 4 cm? plochy) a nasledn& ponofena na 30 sekund do kadinky s 50 ml acetonu o teploté mist-
nosti, skla se vzorky pak byla ususena a po ususeni polozena do Petriho misky s 1x PBS. V pfi-
padé€ pouziti metanolu a acetonu nasledoval krok G).

E) Roztok formaldehydu byl odstranén a vzorky byly pfevrstveny 1x PBS (pfiblizné 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 alternativné v 0,1%
nebo 0,2% nebo 0,5% (obj /Ob_] ) roztokem Tritonu X—100 v 1x PBS (pfiblizné 1 az 2 ml perme-
abiliza¢niho roztoku na 4 cm” plochy). Po odstran&ni permeablllzacmho roztoku byly vzorky
prevrstveny 1x PBS (pfiblizné 1 az2 ml 1x PBS na 4 cm” plochy).

G) Po 5 minutach byl roztok 1x PBS odstranén a nahrazen stejnym mnoZzstvim téhoz roztoku.
Tento krok byl opakovan jesté jednou.

H) Z misek byl odstranen roztok 1x PBS, vzorky byly prevrstveny stejnym mnozstv1m roztoku
obsahujicim 10 mmol.I"" askorbatu sodného, 4 mmol.I"" siranu m&dnatého, 20 mmol.I™ glycinu
a 100 mmol.I"' chloridu sodného.

I) Petriho misky se vzorky na sklech byly pfemistény na téepacku (Thermomixer comfort,
Eppendorf) a zde byly inkubovany 10 minut pfi rychlosti 300 ota¢ek/minutu.

J) Inkubacni roztok byl odstranén a vzorky byly prevrstveny roztokem 100 mmol.I" tris-
(hydroxymetyl)ammometamm s HC1 (dale jen 100 mmol.I"" Tris—HCI), pH 7,5 (ptiblizné 1 az
2 ml roztoku na 4 cm’ plochy). Po jedné minuté byl roztok 100 mmol.I"" Tris—-HCI odstranén
a nahrazen stejnym mnoZstvim roztoku 100 mmol.I”" Tris—-HCI. Tento krok byl opakovan jeste
jednou.

K) Petriho misky se vzorky na sklech byly pfemistény na tfepatku (Thermomixer comfort,
Eppendorf) a zde byly inkubovany 10 minut pii rychlosti 300 ota¢ek/minutu.

L) Skla se vzorky byla vyjmuta pomoci pinzety z Petriho misky a prebytek roztoku byl odsét
pomoci filtratniho papiru tak, Ze skla se vzorky byla poloZena stranou bez vzorkd na filtradni
papir. Skla se vzorky byla polozena na kapky 100 mmol.I"" Tris-HCI, pH 7,5 na parafilmu
(50 pl/kapka). Skla sméfovala vrstvou se vzorky smérem dolii do kapky.

M) Nasledn€ byly vzorky inkubovany 30 minut s mysi protilatkou rozeznavajici BrdU a/nebo
CldU a/nebo IdU (kone¢na koncentrace protilatky byla alternativné 0,1; 1; 10, 100 a 200 pg/ml)

a exonukleazou III (kone¢na koncentrace 1U/ pl, Fermentas; viz ast Pou21te roztoky a chemi-
kélie) v roztoku 1x pufru pro exonukleazu 111 (66 mmol.I"" Tris (pH 8,0 p¥i 30 °C), 0,66 mmol.I"!

MgCly; viz €ast Pouzité roztoky a chemikalie) na kapkach o velikosti 20 pl.
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N) Skla se vzorky byla pienesena na kapku roztoku 100 mmol.I"' Tris—HCl a 100 mmol.I"' NaCl,
pH 7,5. Po 5 minutach byla skla se vzorky prenesena na novou kapku roztoku 100 mmol.I"" Tris—
HCl a 100 mmol.I"' NaCl, pH 7.5, alternativng byl tento krok vynechéan a pokragovalo se krokem
0.

O) Skla se vzorky byla pienesena na kapku roztoku 1x PBS. Po 5 minutich byla skla se vzorky
pfenesena na novou kapku roztoku 1x PBS. Tento krok byl jest¢ jednou opakovan. Alternativné
byl tento krok vynechan nebo spocival jen v jediném preneseni na kapku 1x PBS.

P) Skla se vzorky byla okamzité pienesena na kapku roztoku alternativné 0,1%; 0,5%; 1%; 2%;
10% nebo 20% formaldehydu v 1x PBS a inkubovana alternativné po dobu 1,10 nebo 60 minut.

R) Skla se vzorky byla pfenesena na kapku roztoku 1x PBS. Po 5 minutich byla skla se vzorky
pienesena na novou kapku roztoku 1x PBS. Tento krok byl jesté jednou opakovan.

Q) Skla se vzorky byla prenesena na kapku roztoku 100 mmol.I"" Tris—-HCl a 100 mmol.I"' NaCl,
pH 7,5. Po 5 minutéch byla skla se vzorky pienesena na novou kapku roztoku 100 mmol.I"" Tris—
HCl a 100 mmol.I"" NaCl, pH 7,5. Tento krok byl jesté jednou opakovan. Alternativné byl misto
Tris—HCI pouzit 1x PBS.

R) Skla se vzorky byla inkubovana 30 minut s kozi anti-mysi protilatkou konjugovanou s fluoro-
chromem Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories, fedéni 1:100 ve 100 mmol.I"" Tris—HC]
a 100 mmol.I"' NaCl, pH 7,5) na kapkach o velikosti 20 pl. Alternativng byl namisto Tris—HClI
pouzit 1xPBS.

S) Skla se vzorky byla pfenesena na kapku 100 mmol.I"" Tris—-HCI a 100 mmolL.I"' NaCl, pH 7,5
(50 ul). Po 5 minutach byla skla s burikami pfenesena na novou kapku 100 mmol.I"" Tris-HCI
a 100 mmol.I"" NaCl, pH 7,5. Tento krok byl jesté téikrat opakovan. Alternativné byl namisto
Tris—HCI pouzit 1x PBS. Nasledné byla skla se vzorky prenesena na kapku destilované vody
(50 ). Po 5 minutach byla skla se vzorky prenesena na novou kapku destilované vody. Tento
krok byl jeste trikrat opakovan.

T) Nakonec byla voda ze skel odsata pomoci filtraéniho papiru, skla byla polozena na novy
filtraéni papir vzorky nahoru a ususena.

U) Po ususeni byla skla polozena na kapicky (2 pl) pfipraveného roztoku 50% glycerinu na
podloznim skle. Vzorky sméfovaly do kapicky roztoku. Jemnym tlakem pomoci pinzety na horni
stranu skel se vzorky doslo k roztaZeni roztoku po celé plose skel. Signal byl detekovan pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu.

Ptiklad 2

Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech inkorpo-
race téchto nukleosidi po piisobeni méd’nymi ionty a exonukleazou III ve tkanich.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU
ve tkanich po ptisobeni m&d’nymi ionty a exonukleazou III. Neni—li uvedeno jinak, veSkeré kroky
byly provadény pii teploté mistnosti, pficemZ kroky nasledovaly po sobé& bez dalSich prodlev.

A) Ttidenni potkani samci byli usmrceni dekapitaci a nasledng jim byla vyjmuta jatra. Jatra byla
nakrajena na malé kousky (3 mm — nejdel$i rozmér) a polozena do Petriho misek s HeL.a burika-
mi inkubovanymi jeden den v riistovém médiu DMEM s L—glutaminem (Dulbeccova modifikace
Eaglova média, Gibco) s 10% (obj./obj.) fetalnim telecim sérem (PAA Laboratories), 1%
(obj./obj.) gentamicinem a 3,7 g/l NaHCOs. Do média s kousky jater byl pfidan BrdU v konecné
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koncentraci 10 pmol.I"" a jatra byla v tomto médiu inkubovana 30 minut v atmosféte s 5%
(obj./obj.) CO, pii 37 °C. Alternativné byl do ristového média namisto BrdU ptidan IdU nebo
CIdU ve stejné koncentraci jako BrdU.

B) Nasledn¢ bylo riistové médium odstranéno a kousky jater byly prevrstveny pufrem (1x PBS,
slozeni viz ¢ast Pouzité roztoky a chemikalie, piidany byly pfiblizné 1 az 2 ml pufru na 4 cm’
plochy). Po 5 minutach byl pufr odstranén a nahrazen stejnym mnoZstvim 1x PBS stejného slo-
Zeni. Tento krok byl jesté jednou opakovan.

C) Kousek jater byl dan mezi dvé kruhova skla o priméru 12 mm potazené 1% (hmotnost/ob;j.)
zelatinou a tkan byla roztazena po povrchu skel pomoci jemného tlaku pinzetou na sklo. Skla
byla oddé€lena a ob¢ byla dana do Petriho misky s 1x PBS a to tak, Ze skla smérovala vzorky tkani
nahoru do roztoku.

D) V dalSich krocich bylo postupovano dle krokii uvedenych v Ptikladu 1 (D az U).

Ptiklad 3

Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo CIldU a/nebo IdU v DNA v mistech inkorpo-
race téchto nukleosidli po piisobeni méd’nymi ionty a exonukledazou III v suspenznich butikach
fixovanych formaldehydem.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU a/nebo CIdU a/nebo IdU
po plsobeni méd’nymi ionty a exonukleazou III v suspenznich butikach fixovanych formaldehy-
dem. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pfi teploté mistnosti, pfi¢emz kroky
nasledovaly po sob¢ bez dalSich prodlev.

A) Lidské HeLa S3 buriky (dale jen vzorky) byly péstovany v kultivaénich lahvich (objem lahvi
byl 50 ml), které byly tfepany, v ristovém médiu S-MEM (modifikace Eaglova minimalniho
média pro suspenzni buiiky, Sigma) s 2 mmol.I"" L—glutaminem a s 5% (obj./obj.) fetalnim tele-
cim sérem (PAA Laboratories) a 1% (obj./obj.) gentamycinem v atmosféie s 5% (obj./obj.) CO,
pfi 37 °C. Bunééna suspenze obsahovala p¥iblizné 5 az 8 x 10 bunék na 1 mililitr.

B) Druhy den po pasazi byl do riistového média pfidan BrdU v kone&né koncentraci 10 mmol.I™".
Vzorky byly inkubovany 10 minut v atmosféte s 5% (obj./obj.) CO, pfi 37 °C. Alternativné byl
do riistového média ptidan C1dU nebo IdU ve stejné koncentraci jako BrdU.

C) Nasledné€ byla suspenze bunék pfenesena do 15 mililitrové centrifugaéni zkumavky a vzorky
byly odstfed'ovany 1 minutu pii 180g. 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 1 minutu pfi 180g. Supernatant byl odstranén (ve zkumavce bylo
ponechano 200 pl média) a k peletu vzorki byl pfidan 1 ml nového média. Pelet vzorkd byl roz-
suspendovan.

D) 50 pl kapka suspenze bunék byla prenesena na kruhové skla o priiméru 13 mm potaZené vrst-
vou poly-L~lysinu (zpisob piipravy téchto skel je popsan v &asti Pouzité roztoky a chemikalie).
Po 2 minutach byl prebytek média odsat pomoci filtra¢niho papiru tak, Ze byl filtraéni papir
Jemné 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
sméfovala vzorky nahoru do roztoku.
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E) V dalSich krocich bylo postupovano podle bodi E az S Prikladu 1.

Navrzeny postup lze pouzit i pfi praci se suspenzi bunék po celou dobu jejich zpracovani napfi-
klad pro FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting). V tomto ptipadé bylo postupovano dle
bodu A az C Prikladu 3, nasledné podle bodu D az S Prikladu 1 s tim, Ze pfi odstranovani veske-
rych roztokd, pfidavani novych a pti promyvani byly buiiky odstied’ovany 1 minutu pii 180g,
nasledné byl odstranén supernatant (ve zkumavce bylo ponechano 200 pl roztoku), k buitkam byl
ptidan novy roztok dle rozpisu v Piikladu 1 (2 ml), buiiky v ném byly rozsuspendovany a inkubo-
vany po doby uvedené v jednotlivych bodech Ptikladu 1. V bodu D byl pouzit jen formaldehyd.
V bodu S nebyla pouzita voda, ale buiiky byly ponechany ve 100 mmol.I"" Tris—HCI
a 100 mmol.I"" NaCl, pH 7,5. V priibéhu téchto krokd byly buiiky tfepany na tiepalce (Vortex
Wizard, VELP Scientifica, pfi 300 otackach za minutu).

Ptiklad 4

Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech inkorpo-
race téchto nukleosidii po pisobeni méd'nymi ionty v burikach ptisedlych na podloznich sklic-
kach.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU
po pusobeni méd’nymi ionty v burikach ptisedlych na podloznich sklickach. Neni-li uvedeno
jinak, veskeré kroky byly provadény pii teploté mistnosti, pfi¢emz kroky nasledovaly po sobé
bez dalSich prodlev.

Bylo postupovano stejné jako v Prikladu 1 s tim rozdilem, Ze v bodu M byly vzorky inkubovany
30 minut s mysi anti-bromodeoxyuridinovou protilatkou bez exonukledzy III v roztoku
100 mmol.I"" Tris=HCl a 100 mmol.I"' NaCl, pH 7,5.

Priklad 5

Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech inkorpo-
race téchto nukleosidi po pisobeni méd’nymi ionty ve tkanich.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU a/nebo CIdU a/nebo 1dU
nukleosidii po psobeni méd’nymi ionty ve tkanich. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly
provad&ny pii teploté mistnosti, pfiemz kroky nasledovaly po sobé¢ bez dalSich prodlev.

Bylo postupovano stejné jako v Pkikladu 2 s tim rozdilem, Ze inkubace s mysi anti-bromode-
oxyuridinovou protilatkou probihala bez exonukleazy III v roztoku 100 mmol.I”" Tris-HCI
a 100 mmol.I"' NaCl, pH 7,5.

Priklad 6

Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo C1dU a/nebo IdU v DNA v mistech inkorpo-
race téchto nukleosidii po pisobeni méd’nymi ionty v suspenznich bufikach.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namitenych proti BrdU a/nebo CIdU a/nebo IdU
po piisobeni m&d'nymi ionty v suspenznich buiikach. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly
provadény pii teploté mistnosti, pfi¢emz kroky nasledovaly po sobé bez dalSich prodlev.
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Bylo postupovano stejné jako v Prikladu 3 s tim rozdilem, Ze inkubace s mySi anti-bromodeoxy-
uridinovou protilitkou probihala bez exonukleazy III v roztoku 100 mmol.lI”" Tris—HCI
a 100 mmol.I"' NaCl, pH 7,5.

Priklad 7

Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech inkorpo-
race téchto nukleosidii po pusobeni nizkou koncentraci kyseliny chlorovodikové (HC1) a exo-
nukleazou III v burikach péstovanych na podloznich sklech, tkanich a v suspenznich burikach.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU, CldU nebo IdU po
pusobeni nizkou koncentraci kyseliny chlorovodikové a exonukledzou Il v burikach péstovanych
na podloznich sklech, tkanich a v suspenznich burikach.

Bylo postupovéano podle Prikladii 1 az 3 s témito rozdily:

Namisto roztoku obsahujiciho 10 mmol.I"" askorbatu sodného, 4 mmol.I" siranu méd'natého,
20 mmol.1"" glycinu a 100 mmol.I"" chloridu sodného byl pouzit roztok 50 mmol.I"" HCI, ve kte-
rém byly vzorky tfepany 20 minut pfi teploté 24 °C.

Piiklad 8

Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech inkorpo-
race téchto nukleosidli po pisobeni DNazou I a exonukleazou III v buiikach péstovanych na
podloznich sklech, tkanich a v suspenznich burikach.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU a/nebo CIdU a/nebo IdU
po piisobeni DNazou I a exonukleazou III v butikach péstovanych na podloznich sklech, tkanich
a v suspenznich burkach.

Bylo postupovéno podle Ptikladii 1 az 3 s témito rozdily:

Po promyti vzorkii v 1x PBS (bod G, Piiklad 1) byla v pfipadé vzorkd na sklech skla se vzorky
vyjmuta pomoci pinzety z Petriho misky a pfebytek roztoku byl odsat pomoci filtra¢niho papiru
tak, Ze skla se vzorky byla polozena stranou bez vzorki na filtradni papir. Skla se vzorky byla
poloZena na kapky 100 mmol.I”" Tris—-HCI, pH 7,5 na parafilmu (50 pl/kapka). Skla smérovala
vrstvou se vzorky smérem dolli do kapky. Nasledn& byly vzorky inkubovany 30 minut s DN4zou
[ (20 U/ml, Fermentas; viz &ast Pouzité roztoky a chemikélie) v roztoku 10 mmol.I™" Tris (pH 7,5
pti 25 °C), 2,5 mmol.I"' MgCl,, 0,1 mmol.I"' CaCl, na kapkach o velikosti 20 pl. Poté byly vzor-
ky promyty stejné jako v bodu G Ptikladu 1 v 1x PBS. Nasledné bylo pokradovéano 30 minutovou
inkubaci s mysi anti-bromodeoxyuridinovou protilatkou a exonukleazou III (1U/ pl, Fermentas)
v roztoku 66 mmol.I"' Tris (pH 8,0 pfi 30 °C), 0,66 mmol.I” MgCl,.na kapkéch o velikosti 20 ul
a dale dle bodu N az U Ptikladu 1.

Priklad 9

Stabilizace protiltek rozeznavajicich BrdU a/nebo CIdU a/nebo IdU v DNA v mistech inkorpo-
race téchto nukleosidi alternativné po piisobeni méd'nymi ionty a/nebo exonukleazou 111, nizkou
koncentraci HC1 a exonukleazou IIT nebo DNézou I a exonukleazou 11l v buiikach péstovanych
na podloznich sklech, tkénich a v suspenznich buiikach za pouziti protilatky, ktera je ptimo kon-
Jjugovana s fluorochromy.
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Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU a/nebo CldU a/nebo 1dU
alternativné po pusobeni méd’nymi ionty a/nebo exonukleazou IlII, nizkou koncentraci HC1
a exonukleazou Il nebo DNéazou I a exonukleazou III v bunkach péstovanych na podloznich
sklech, tkanich a v suspenznich buiikach.

Bylo postupovéano podle Prikladt 1 az 8 s témito rozdily:

Byla pouzita mysi protilatka namitena proti BrdU, ktera byla konjugovana alternativn€ s fluoro-
chromem FITC (Fluorescein isothiocyanat) nebo Tetrametylrodaminem nebo cyaninovym fluoro-
chromem Cy5 nebo Cy3 a bod Q a R byl ve vSech ptipadech vynechan.

Priklad 10

Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech inkorpo-
race téchto nukleosidii po pusobeni nizkou koncentraci kyseliny chlorovodikové a exonukleazou
[11 v suspenznich buikach fixovanych etanolem.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namitenych proti BrdU /nebo CldU a/nebo IdU
po puisobeni méd’nymi ionty a exonukleazou III v suspenznich buiikdch fixovanych etanolem.
Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pfi teploté mistnosti, pfi¢emz kroky nasle-
dovaly po sob¢ bez dalsich prodlev.

A) Lidské HeLa S3 buiiky (dale jen vzorky) byly péstovany v kultiva¢nich lahvich (objem lahvi
byl 50 ml), které byly tiepany, v ristovém médiu S-MEM (modifikace Eaglova minimalniho
média pro suspenzni buiiky, Sigma) s 2 mmol.I"" L-glutaminem, 5% (obj./obj.) fetalnim telecim
sérem (PAA Laboratories) a 1% (obj./obj.) gentamicinem v atmosféfe s 5% (obj./obj.) CO, pfi
37 °C. Bunééna suspenze obsahovala pfiblizn¢ 5 az 8 x 10° bunék na 1 mililitr.

B) Druhy den po pasazi byl do riistového média ptidan BrdU v koneéné koncentraci 10 mmol.I™".
Vzorky byly inkubovany 10 minut v atmosféfe s 5% (obj./obj.) CO, pii 37 °C. Alternativné byl
do riistového média pfidan CldU nebo 1dU ve stejné koncentraci jako BrdU.

C) Nasledné byla suspenze bunék obsahujici asi 0,5 az 1,5 miliénu bunék pfenesena do centrifu-
gaéni zkumavky a vzorky byly odstfed’ovany 1 minutu pfi 180g. Supernatant byl odstranén.

D) Ke vzorkiim bylo pfidano 2 ml 70% (obj./obj.) etanolu vychlazeného v ledové lazni. Po 5 mi-
nutach inkubace na pokojové teploté byly ke vzorkim p¥idany 2 ml roztoku 1x PBS. Vzorky byly
rozsuspendovany a nasledn& odstfed’ovany 1 minutu pii 180g. Supernatant byl odstranén, ke
vzorkim byly pfidany 2 ml nového roztoku 1x PBS, vzorky byly rozsuspendovany a néasledné
opét odstiedény. Tento krok byl opakovén jesté jednou.

E) Supernatant byl odstranén. Ke vzorkim bylo pfidano 2 mi alternativné 20, 40, 80
a 160 mmol.I"! HC1. Vzorky byly ptemistény na trepatku (Thermomixer comfort, Eppendorf)
a zde byly inkubovény alternativné 1, 2, 5, 10, 20, 30 nebo 60 minut pfi rychlosti 300 otac¢ek/mi-
nutu. V n&kterych provedenich inkubace v roztoku kyseliny probéhla bez téepani.

F) Vzorky byly odstied'ovany 1 minutu pfi 180g. Supernatant byl odstranén, ke vzorkiim byly
pridany 2 ml 100 mmol.I"" Tris-HCI, pH 7,5. Tento krok byl opakovén jesté jednou. Alternativng
byl namisto roztoku Tris—HCI pouzit roztok 1x PBS.

G) Vzorky byly odstred’ovany 1 minutu pfi 180g. Supernatant byl odstranén. Ke vzorkim bylo
pfidano alternativng 100, 200 nebo 500 pl roztoku my3i protilitky rozeznavajici BrdU a/nebo

C1dU a/nebo IdU (kone¢na koncentrace protilatky byla alternativné 0,1; 1; 10, 100 a 200 pg/ml)
konjugované s fluorochromem a exonukleazy 111 (konegna koncentrace alternativné 0,2; 1 nebo
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10 U/ul, Fermentas) v roztoku 1x pufru pro exonukleazu III (66 mmol.I"" Tris (pH 8,0 pfi 30 °C),
0,66 mmol.I"' MgCl,). Vzorky byly inkubovany alternativng pfi teploté 10, 20, 25, 37 nebo 40 °C
na tfepacce pii rychlosti 300 ota¢ek/minutu.

H) Ke vzorkim byly ptidany 2 ml 100 mmol.I"" Tris-HCI, pH 7,5. Vzorky byly odstfed’ovany
1 minutu p¥i 180g. Supernatant byl odstranén, k peleté vzorkii byly ptidany 2 ml mmol.I™" Tris—
HCI, pH 7,5. Tento krok byl opakovan jesté jednou. Alternativné byl namisto roztoku Tris—HCI
pouzit roztok 1x PBS. V nékterych provedenich nasledoval ihned po prvnim pfidani 1 ml
100 mmol.I"" Tris—HCl, pH 7,5 nebo 1 x PBS krok L.

I) Vzorky byly odstfed’'ovany 1 minutu pfi 180g. Supernatant byl odstranén. Ke vzorkim byly
ptidany 2 ml 2% formaldehydu v 1x PBS a vzorky byly inkubovany po dobu 10 minut na poko-
jové teploté.

J) Vzorky byly odstfedovany 1 minutu pti 1 180g. Supernatant byl odstranén. Ke vzorkiim byly
ptidany 2 ml 100 mmol.I" Tris-HCI, pH 7.5. Vzorky byly odstied'ovany 1 minutu pti 180g.
Supernatant byl odstranén, k peleté vzorkii byly ptidany 2 ml 100 mmol.I”* Tris=HCI, pH 7.5.
Tento krok byl opakovan jest€ jednou. Alternativng byl namisto roztoku Tris—HCI pouZit roztok
1x PBS.

Pouzité roztoky a chemikalie:
1. Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS)

10x PBS (desetindsobné koncentrovany roztok PBS):

1,4 mol.I"' NaCl

26 mmol.I"' KC1

90 mmol.I"' Na,HPO,
14 mmol.I™ KH,PO,

Uvedené slozky byly rozpustény v destilované vodé a pH bylo upraveno do rozmezi 7,3 az
7.4.

Ix PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok piipraveny desetinasobnym fedénim
10x PBS)

2. Ptiprava polylysinovych skel pro ukotveni suspenznich bunék

Kruhova skla s primérem 12 mm byla vlozena do 50 ml kadinky s 20 ml 96% (obj./obj.)
etanolu. Po 10 minutach byla pomoci pinzety pfenesena do Petriho misky vylozené filtrag-
nim papirem a usuSena. Skla byla nasledné na dobu 1 minuty ponotena do 0,01% (hmot-
nost/obj.) roztoku poly—L-lysinu v DMEM, nasledné byla ponoiena na 30 sekund do 1x
PBS a pak jesté jednou na 30 sekund do nového 1x PBS. Tento krok byl jesté 3x opakovan.
Nakonec byla skla polozena na filtrani papir a ususena.

3. Roztok exonukleazy III s protilatkou:
Destilovana voda
Ix pufr pro exonukleazu III (Fermentas, 2 ul 10x koncentrovaného pufru do 20 pl smési),

tento pufr je dodavan jako 10x koncentrovany, slozeni 10x koncentrovaného pufru je nasle-
dujici: 660 mmol.I"' Tris—HCI (pH 8,0 pfi 30 °C), 6,6 mmol.I"' MgCl,.
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Exonukledza 11 (200 U/ul, Fermentas), kone¢na koncentrace 1 U/ul
Mysi anti-bromodeoxyuridinova protilatka (fedéni dle ndvodu dodavatele protilatky)
Definice jednotky exonukleazy III
Jedna jednotka (U) enzymu uvolni za 30 minut 1 nmol produktu z DNA E. coli pii 37 °C.
Enzymaticka aktivita byla méfena v nasledujici sm&si: 50 mmol.I"" Tris—HCI (pH 8,0),
5 mmol.I"* MgCl, 1 mmol.I"! dithiothreitol a 0,05 mmol.l"' sonikované DNA z E. coli.

4. Roztok DNazy I:
Destilovana voda
1 x pufr pro DNazu I (Fermentas, 2 pl 10x koncentrovaného pufru do 20 pl smési), tento
pufr je dodavan jako 10x koncentrovany, sloZeni 10x koncentrovaného pufru je nasledujici:
100 mmol.I"* Tris—=HC1 (pH 7,5 pi 25 °C), 25 mmol.I"" MgCl, a 1 mmol.I"' CaCl,.
DNaza I (1 U/pl, Fermentas), kone¢na koncentrace 20 U/pl
Mysi anti-bromodeoxyuridinova protilatka (fedéni dle navodu dodavatele protilatky)
Definice jednotky exonukledzy 111
Jedna jednotka (U) enzymu uplné degraduje 1 pg plazmidové DNA za 10 minut pii 37 °C.

Enzymaticka aktivita byla méfena v nasledujici smési: 10 mmol.I"" Tris=HCI (pH 7,5 pti
25°C), 2,5 mmol.I"! MgCl,, 0,1 mmol.I" CaClya 1 pg pUC19 DNA

Pramyslova vyuzitelnost

Zpusob stabilizace protilatek rozeznavajici BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech
inkorporace téchto nukleosidii podle predkladaného vynalezu Ize vyuzit v pfipadech, kdy je dile-
7ité Setrné zptistupnéni t&chto nukleosidii ve struktufe DNA pro reakci se specifickymi protilat-
kami a tyto protilatky pfitom pro efektivni reakci s BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU bézné vyzaduji
zptistupiiujici kroky, které vyrazng poskozuji DNA a bunéénou strukturu, pfi¢emZ protokoly
zalozené na pouziti jednomocné médi a/nebo exonukleaze bez pouziti ndmi popsaného pfistupu
poskytuji nizky nebo zadny signal. V této souvislosti je mozné mimo jiné predpokladat v€leneni
tohoto zpisobu do komeréng dostupnych sad pro detekci replikace DNA.

-10 -
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob stabilizace protilatek rozeznavaji 5S—bromo—2'-deoxyuridin (BrdU) a/nebo 5—chloro—
2'-deoxyuridin (CldU) a/nebo 5—jodo—2'-deoxyuridin (IdU) v DNA v mistech lokalizace téchto
nukleosidii po piisobeni jednomocnou médi a/nebo exonukledzou Ill, vyznacené tim, Ze
vzorky s DNA, ktera obsahuje BrdU, IdU nebo CldU, se po puasobeni jednomocnou médi a/nebo
exonukledzou III a inkubaci s protilatkou rozeznavajici BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU inkubuji
v roztoku formaldehydu.

2. Zpusob stabilizace protilatek rozeznavajici BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech
lokalizace téchto nukleosidii po plsobeni jednomocnou médi a/nebo exonukledzou III podle
naroku l, vyznacené tim, Zejako vzorky jsou pouzity buiiky nebo tkané.

3. Zpusob stabilizace protilatek rozeznavajici BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech
inkorporace téchto nukleosidii po plsobeni jednomocnou médi a/nebo exonukleazou III, podle

narokii 1 a2, vyznacené tim, Ze jsou pouzity nekonjugované protilatky nebo protilatky
konjugované s dalsimi latkami, s vyhodou vybranymi ze skupiny fluorochromd.

1 vykres

-11-
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