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Zphisob stabilizace protilatek rozeznavajicich 5-bromo-2'-deoxyuridin a/nebo S-chloro-2'-
deoxyuridin a/nebo 5-jodo-2'-deoxyuridin v mistech inkorporace t&chto nukleosidd do DNA

po pisobeni jednomocnou médi a/nebo exonukleazou III.

Oblast techniky

Vynalez se tyka zplsobu stabilizace protilatek rozeznavajicich 5-bromo-2'-deoxyuridin
anebo  S5-chloro-2'-deoxyuridin  a/nebo  5-jodo-2'-deoxyuridin  ve dvoufetézcové DNA
v mistech inkorporace téchto nukleosidii do DNA po pisobeni jednomocnou médi a/nebo

exonukledzou I

Dosavadni stav techniky

PouZiti systémii pro detekci znaené DNA zalozenych na reakci specifické protilatky a
znadicich nukleosidl, které jsou soucasti DNA, se specifickymi protilatkami je b&Zné jak
v zékladnim, tak aplikovaném vyzkumu. Nejéastéj$im pfikladem takto pouzivanych
nukleosidd je 5-bromo-2'-deoxyuridin (BrdU), 5-chloro-2'-deoxyuridin (CldU) nebo 5-jodo-
2'-deoxyuridin (IdU), dale jen ,,znatené nukleosidy*. PouZiti znadenych nukleosidd dovoluje
napf. rychlou analyzu bunéénych populaci z hlediska jejich proliferacni aktivity.

JelikoZ tyto specifické znagici nukleosidy jsou ve struktufe dvoutetézcové DNA zpravidla
nepHistupné pro reakci s protilatkou, jsou pro jejich zptistupnéni v builkach a tkanich
pouzivany specialni kroky (napt. Genes Dev, 14, 2855-2868; J Cell Sci, 115, 4037-4051;
PLoS One, 7, €52584), které jsou naprosto kliCové pro nasledujici detekce znaCené
dvoutetézcové DNA. Prikladem téchto krokil je pouZiti roztokd kyseliny chlorovodikové
(depurinace), hydroxidu sodného (rozvolnéni struktury DNA v disledku deprotonace
nukleobazi), pouZiti DN4zy I nebo smési DNazy I a exonukleazy, poutiti jednomocnych ionth
médi nebo kombinace jednomocnych ionth médi a nasledného pouZiti exonukleazy.
V zavislosti na typu zpfistupnéni a intenzit¢ plsobeni dochdzi k men$im nebo vEtSim
poskozenim DNA a dal$ich bun&nych struktur, pfiem systémy zaloZené na enzymatickém
piistupu, ptipadng zaloZené na plsobeni médi jsou predeviim s ohledem na niZ§i stupefl
potkozeni bunétné struktury vyhodn&jsi nez systémy zaloZené na plsobeni kyseliny nebo
hydroxidu.

Podstata vynalezu



Nase vysledky ukazaly, Ze veSkeré systémy zalozené na pisobeni médi a/nebo na pouZiti
exonukledzy III jsou velice citlivé ke kvalité pouzité protilatky. Obecné protilatky s nizsi
afinitou vii¢i znadenym nukleosidéim neposkytuji dostatedny signal, ptipadng je tento signal
velice nestabilni a v pribéhu asu dochazi k jeho ztratd. Predkladana pfihlaska vynalezu
popisuje postup umoztiujici efektivni stabilizaci protiltek v mistech inkorporace zna¢enych
nukleosiddl pfi pouZiti systémé pro zp¥istupnéni znagenych nukleosidii pomoci médnych
iontd a/nebo exonukledzy I11. Systém je zalozen na inkubaci vzorku se znacenymi nukleosidy
v bunééné DNA v roztoku obsahujicim formaldehyd. Tento krok Je pouZit po ovlivnéni bun&k
nebo tkani méd'nymi ionty a/nebo exonukledzou Il a reakei s protilatkami rozeznavajicimi
BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU. Pfiklady provedeni zahmuji jak piipad, kdy je pouzit
protilatkovy systém zaloZeny na dvou protilatkach, kdy je v prvnim kroku provedena reakce
s tzv. primarni protildtkou, ktera specificky rozeznéva BrdU a/nebo CldU a/nebo I1dU (dale
jen primami protilitka), nasledné je tato protildtka stabilizovina v misté inkorporace
znaen¢ho nukleosidu pomoci roztoku formaldehydu a pak je provedena reakce s druhou, tzv.
sekunddrni protilatkou (dale jen sekundami protilatka), kterd specificky rozezndva primarni
protilatku, tak i pfipad, kdy je poutita protilatka rozeznavajici BrdU a/nebo C1dU a/nebo IdU
a tato protilatka je konjugovana s dal$imi latkami nap. typu fluorochromii nebo biotinu nebo
dal$imi latkami. Vysledky ukazaly, Ze stabilizaéni krok zaloZeny na inkubaci vzorkd
vroztoku formaldehydu zpravidla negativng neovliviiuje néslednou reakci primamnich
protilatek se sekundérnimi protilstkami a rovnéZ je plné slucitelny s detekei pomoci protilatek
konjugovanych s daldimi latkami napt. typu fluorochromd nebo biotinu nebo daldimi latkami.
Priklady provedeni demonstruji, Ze pHstup je vyuZitelny ve viech situacich, kdy je pouZita
jednomocna méd a/nebo exonukledza INI jako souédst protokolu pro odhaleni znacenych
nukleosiddi v bun&né DNA. To zahmuje veskeré ptipady, kdy jsou médné ionty pouzity
samostatné nebo v kombinaci s exonukledzou 111, tak ptipady, kdy je exonukledza Il pouZita

samostatné napf. v pfipadé fezii nebo v kombinaci napt. s kyselinou pfipadné s DN4zou L.

Piehled obrazki na vykresech

Obr. 1 Na obrézku jsou zndzornény vysledky detekce BrdU inkorporovaného v buné&né
DNA po pouziti jednomocné médi a exonukledzy III s pouZitim (plus) nebo bez pouZiti
(minus) stabiliza¢niho kroku pomoci formaldehydu (FA). Pro detekci BrdU bylo pouZito
n¢kolik riznych klond primamnich protilétek proti BrdU. Protilatky byly nebo nebyly po
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reakci fixovany formaldehydem a nasledné byly detekovany pomoci sekundarni protilatky
konjugované s fluorochromem. Graf ukazuje signal v jadrech replikujicich bun& (bunek
obsahujicich BrdU). Z grafu je patmé, Ze plisobeni formaldehydu vyrazné zvySuje signal u
véech pouzitych protilatek.

Priklady provedeni vynélezu

Seznam pouZitych zkratek

Hela bundéna linie lidskych epitelialnich bun¢k

DMEM Dulbeccova modifikace Eaglova média

PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

BrdU 5-bromo-2'-deoxyuridin

CldU 5-chloro-2'-deoxyuridin

1dU 5-jodo-2'-deoxyuridin

S-MEM modifikace Eaglova minimélniho média pro suspenzni buiiky
HCl kyselina chlorovodikova

Priklad 1

Stabilizace protildtek rozeznavajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech
inkorporace t&chto nukleosidd po piisobeni mé&dnymi ionty a exonukledzou Il v busikach
ptisedlych na podloznich skli¢kach.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU a/nebo CldU a/nebo
I1dU v Hela butikach piisedlych na podloznich sklickich po piisobeni mé&dnymi ionty a
exonukleazou IIL Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pfi teploté mistnosti,
pti¢em? kroky nasledovaly po sobé bez dalgich prodlev.

A) Lidské HeLa buiiky (ddle jen vzorky) byly péstovény v Petriho miskach na kruhovych
sklech o priméru 12 mm v ristovém médiu DMEM s L-glutaminem (Gibco) s 10%
(obj./obj.) fetdlnim telecim sérem (PAA Laboratories), 1% (obj./obj.) gentamicinem a 3,7 g/l
NaHCO, v atmosféte s 5% (obj./obj.) COy pfi 37 °C.

B) Druhy den po paséZi byl do ristového média pfidén BrdU v koneéné koncentraci 10
umol.l". Vzorky byly inkubovény alternativng 10, 20, 30 nebo 60 minut v atmosféfe s 5%



(obj./obj.) CO; pti 37 °C. Alternativné byl do ristového média pfidan CIdU nebo IdU ve

stejné koncentraci jako BrdU.

C) Nasledn¢ bylo ristové médium odstranéno a nahrazeno pufrem (1x PBS, sloZeni viz

Cast PouZité roztoky a chemikalie, pfidany byly ptiblizné 1 az 2 ml pufru na 4 cm? plochy).

D) Pufr byl odstranén a vzorky byly 10 minut fixovany 2% (hmotnost/obj.) roztokem
formaldehydu v 1x PBS (pH 7,4; 1 a2 2 ml fixa¢niho roztoku na 4 cm? plochy).

Alternativné byly vzorky fixovany metanolem a nésledné acetonem. V tomto pripadé byla
skla se vzorky nejdiive inkubovana 10 minut v metanolu pHi teploté -20 °C (pfiblizné 1 az 2
ml metanolu na 4 cm? plochy) a nasledné ponofena na 30 sekund do kadinky s 50 ml acetonu
o teploté mistnosti, skla se vzorky pak byla usu$ena a po ususeni poloZena do Petriho misky

s Ix PBS. V pfipad¢ pouZiti metanolu a acetonu nésledoval 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 minutich 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./obj.) roztokem Tritonu X-100 v 1x PBS (ptiblizné 1 az 2
ml permeabilizaéniho roztoku na 4 cm® plochy). Po odstranéni permeabilizadniho roztoku

byly vzorky pfevrstveny 1x PBS (pfiblizné 1 aZ 2 ml 1x PBS na 4 cm? plochy).

G) Po 5 minutach byl roztok 1x PBS odstranén a nahrazen stejnym mnoZstvim tého3
roztoku. Tento krok byl opakovén jesté jednou.

H) Z misek byl odstranén roztok 1x PBS, vzorky byly prevrstveny stejnym mnoZstvim
roztoku obsahujicim 10 mmol.I"" askorbatu sodného, 4 mmol.l" siranu médnatého, 20 mmol.l’

' glycinu a 100 mmol.I" chloridu sodného.

I Petriho misky se vzorky na sklech byly pfemistény na tiepatku (Thermomixer
comfort, Eppendorf) a zde byly inkubovény 10 minut p#i rychlosti 300 otadek/minutu.
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1) Inkubadni roztok byl odstranén a vzorky byly pfevrstveny roztokem 100 mmol.1?
tris(hydroxymetyl)aminometanu s HCI (dale jen 100 mmol.I"! Tris-HCl), pH 7.5 (ptiblizné 1
a3 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-HCL. Tento krok byl

opakovan jesté jednou.

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

L) Skla se vzorky byla vyjmuta pomoci pinzety z Petriho misky a pfebytek roztoku byl odsét
pomoci filtradniho papiru tak, Ze skla se vzorky byla poloZena stranou bez vzorki na filtraéni
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 doli do kapky.

M) Nasledné byly vzorky inkubovany 30 minut s my$i protilatkou rozezndvajici BrdU a/nebo
CldU a/nebo 1dU (kone&na koncentrace protilatky byla alternativng 0,1; 1; 10, 100 a 200
pg/ml) a exonukledzou III (konecna koncentrace 1U/ ul, Fermentas; viz &ast PouZité roztoky a
chemikalie) v roztoku 1x pufru pro exonukledzu III (66 mmol.I"! Tris (pH 8,0 pfi 30°C), 0,66
mmol.I" MgCly; viz &ast PouZité roztoky a chemikélie) na kapkach o velikosti 20 pl.

N) Skla se vzorky byla pfenesena na kapku roztoku 100 mmol.I"' Tris-HCI a 100 mmol.I"
NaCl, pH 7,5. Po 5 minutich byla skla se vzorky pfenesena na novou kapku roztoku 100
mmol.I" Tris-HCI a 100 mmol.1" NaCl, pH 7,5, alternativné byl tento krok vynechan a

pokra¢ovalo se krokem O.

0) Skla se vzorky byla pfenesena na kapku roztoku 1x PBS. Po 5 minutich byla skla
se vzorky pfenesena na novou kapku roztoku 1x PBS. Tento krok byl je$té jednou opakovan.
Alternativné byl tento krok vynechén nebo spocival jen v jediném pfeneseni na kapku 1x
PBS.

P) Skla se vzorky byla okamZité pfenesena 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.
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R) Skla se vzorky byla pfenesena na kapku roztoku 1x PBS. Po 5 minutich byla skla

se vzorky pfenesena na novou kapku roztoku 1x PBS. Tento krok byl jeits jednou opakovan.

Q) Skla se vzorky byla pfenesena na kapku roztoku 100 mmol.I" Tris-HCI a 100 mmoll™
NaCl, pH 7.,5. Po 5 minutich byla skla se vzorky pienesena na novou kapku roztoku 100
mmol.I" Tris-HCI a 100 mmol.I" NaCl, pH 7,5. Tento krok byl jestd jednou opakovan.
Alternativné byl misto Tris-HCI pouZit 1x PBS.

R) Skla se vzorky byla inkubovéna 30 minut s kozi anti-mysi protilatkou konjugovanou
s fluorochromem Cy3 (Jackson Immunoresearch Laboratories, fedéni 1:100 ve 100 mmol.l”
Tris-HCl a 100 mmol.I"! NaCl, pH 7,5) na kapkach o velikosti 20 pl. Alternativné byl namisto
Tris-HCI pouzit 1x PBS.

S) Skla se vzorky byla pfenesena na kapku 100 mmol.I" Tris-HCI a 100 mmol.I" NaCl,
pH 7,5 (50 pl). Po 5 minutach byla skla s buiikami pfenesena na novou kapku 100 mmol.I"
Tris-HCl a 100 mmol.I"" NaCl, pH 7,5. Tento krok byl jesté tfikrat opakovan. Alternativné byl
namisto Tris-HCl pouZit 1x PBS. Nasledné byla skla se vzorky prenesena na kapku
destilované vody (50 pl). Po 5 minutich byla skla se vzorky pfenesena na novou kapku

destilované vody. Tento krok byl jesté tfikrat opakovan.

T) Nakonec byla voda ze skel odsita pomoci filtraéniho papiru, skla byla poloZena na

novy filtraéni papir vzorky nahoru a ususena.

U) Po usuleni byla skla polozena na kapicky (2 pl) ptipraveného roztoku 50% glycerinu
na podloZnim skle. Vzorky sméfovaly do kapitky roztoku. Jemnym tlakem pomoci pinzety na
honi stranu skel se vzorky do3lo k roztaZeni roztoku po celé ploge skel. Signal byl detekovan

pomoci fluorescenéniho mikroskopu.

Piiklad 2
Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo 1dU v DNA v mistech

inkorporace t&chto nukleosidi po piisobeni mé&dnymi ionty a exonukleazou III ve tkanich.
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Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU a/nebo CIdU a/nebo
IdU ve tkénich po pisobeni médnymi ionty a exonukledzou III. Neni-li uvedeno jinak,
veskeré kroky byly provadény pfi teploté mistnosti, pfi¢emz kroky nasledovaly po sobé bez
dal3ich prodlev.

A) Ttidenni potkani samci byli usmrceni dekapitaci a nasledng jim byla vyjmuta jétra.
Jéatra byla nakrajena na malé kousky (3 mm - nejdelsi rozmér) a poloZena do Petriho misek s
HeLa buikami 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 3,7 g/l NaHCO;. Do média s kousky jater
byl ptidan BrdU v kone&né koncentraci 10 pmol.I" a jétra byla v tomto médiu inkubovéna 30
minut v atmosféte s 5% (obj./obj.) CO, pfi 37 °C. Alternativné byl do ristového média
namisto BrdU pfidan 1dU nebo CldU ve stejné koncentraci jako BrdU.

B) Nasledn& bylo riistové médium odstranéno a kousky jater byly pievrstveny pufrem (1x
PBS, sloZeni viz &ast Pouzité roztoky a chemikalie, pfidany byly pfiblizn€ 1 aZ 2 ml pufru na
4 cm? plochy). Po 5 minutich byl pufr odstranén a nahrazen stejnym mnoZstvim 1x PBS
stejného slozeni. Tento krok byl jesté jednou opakovan.

1)) Kousek jater byl dan mezi dvé krubovéd skla o priméru 12 mm potaZené 1%
(hmotnost/obj.) Zelatinou a tkad byla roztaZena po povrchu skel pomoci jemného tlaku
pinzetou na sklo. Skla byla oddélena a obé& byla déna do Petriho misky s 1x PBS a to tak, Ze
skla smérovala vzorky tkani nahoru do roztoku.

D) V dalsich krocich bylo postupovano dle krokl uvedenych v Ptikladu 1 (D-U).

Piiklad 3
Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech
inkorporace t&chto nukleosidi po plisobeni médnymi ionty a exonukledzou IIl v suspenznich

buikach fixovanych formaldehydem.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek nami¥enych proti BrdU a/nebo CldU a/nebo
IdU po pisobeni médnymi ionty a exonukleazou Ul v suspenznich buiikach fixovanych
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formaldehydem. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pii teploté mistnosti,
pfi¢emz kroky nasledovaly po sobg bez dalsich prodlev.

A) Lidské HeLa S3 buiiky (dale jen vzorky) byly péstovany v kultivaénich lahvich
(objem lahvi byl 50 ml), které byly tfepany, v riistovém médiu S-MEM (modifikace Eaglova
minimalniho média pro suspenzni butiky, Sigma) s2 mmol.l” L-glutaminem a s 5%
(obj./obj.) fetdlnim telecim sérem (PAA Laboratories) a 1% (obj./obj.) gentamicinem
v atmosféfe s 5% (obj./obj.) CO; pti 37 °C. Bunéina suspenze obsahovala priblizné 5-8 x 10°

bunék na 1 mililitr.

B) Druhy den po pasézi byl do ristového média ptidan BrdU v kone¢né koncentraci 10
pmol.I". Vzorky byly inkubovany 10 minut v atmosféfe s 5% (obj./obj.) CO, p¥i 37 °C.
Alternativn€ byl do riistového média pfidan C1dU nebo IdU ve stejné koncentraci jako BrdU.

O Nisledné byla suspenze bunék pienesena do 15 mililitrové centrifugaéni zkumavky a
vzorky byly odstfedovany 1 minutu pfi 180g. Supemnatant byl odstranén (ve zkumavce bylo
ponechano 200 ul média) a ke vzorkiim bylo ptfidano nové médium (10 ml). Vzorky byly
rozsuspendovany a nasledné opét odstfedovany 1 minutu pfi 180g. Supernatant byl odstranén
(ve zkumavce bylo ponechano 200 pl média) a k peletu vzorkt byl pfidan 1 ml nového média.

Pelet vzorki byl rozsuspendovan.

D) 50 ul kapka suspenze bunek byla prenesena na kruhova skla o priméru 13 mm
potaZené vrstvou poly-L-lysinu (zpiisob pfipravy téchto skel je popsan v &sti Pouzité roztoky
a chemikalie). Po 2 minutéch byl prebytek média odsat pomoci filtraéniho papiru tak, Ze byl
filtraéni papir jemné pfiloZen k hrang 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.
E) V dal3ich krocich bylo postupovano podle bodii E-S Pfikladu 1.

NavrZzeny postup lze pouZit i pfi praci se suspenzi bunék po celou dobu jejich
zpracovani napfiklad pro FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting). V tomto ptipadé bylo
postupovano dle bodu A-C Piikladu 3, nasledn& podle bodu D-S Piikladu 1 s tim, Ze pH
odstrafiovani veSkerych roztok{, pridavani novych a pfi prom§vani byly buiiky odstfed’ovény
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1 minutu pfi 180g, nasledné byl odstranén supernatant (ve zkumavce bylo ponechéno 200 pl
roztoku), k buiikam byl pfiddn novy roztok dle rozpisu v Piikladu 1 (2 ml), buiiky v ném byly
rozsuspendovany a inkubovany po doby uvedené v jednotlivych bodech Ptikladu 1. V bodu D
byl pouzit jen formaldehyd. V bodu S nebyla pouZita voda, ale butiky byly ponechany ve 100
mmol” Tris-HCI 2 100 mmol.I" NaCl, pH 7,5. V priibéhu téchto kroki byly buiiky tfepany
na tfepaéce (Vortex Wizard, VELP Scientifica, pti 300 otackach za minutu).

Priklad 4
Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech

inkorporace t&chto nukleosidd po plisobeni médnymi ionty v buiikach pfisedlych na
podloznich sklickach.

Nésledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU a/nebo CldU a/nebo
IdU po pisobeni médnymi ionty v buitkach prisedlych na podloZnich sklikach. Neni-li
uvedeno jinak, vetkeré kroky byly provadény pH teploté mistnosti, pfi¢emZ kroky
nasledovaly po sobé bez dalsich prodlev.

Bylo postupovano stejné jako v Piikladu 1 s tim rozdilem, Ze¢ vbodu M byly vzorky
inkubovéany 30 minut s mysi anti-bromodeoxyuridinovou protilatkou bez exonukleazy III v
roztoku 100 mmol.1" Tris-HCI a 100 mmol.1" NaCl, pH 7.5.

Piiklad 5
Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech

inkorporace téchto nukleosidil po pisobeni médnymi ionty ve tkanich.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU a/nebo CldU a/nebo
1dU nukleosidt po piisobeni médnymi ionty ve tkanich. N eni-li uvedeno jinak, veskeré kroky
byly provadény pii teploté mistnosti, pfi¢emz kroky nasledovaly po sobé bez dalSich prodlev.

Bylo postupovéno stejné jako v Prikladu 2 stim rozdilem, Ze inkubace s mySi anti-
bromodeoxyuridinovou protilatkou probihala bez exonukleazy Il v roztoku 100 mmol.I"

Tris-HC] a 100 mmol.I" NaCl, pH 7.5.

Priklad 6
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Stabilizace protildtek rozeznavajicich BrdU a/nebo CIdU a/nebo IdU v DNA v mistech
inkorporace téchto nukleosidll po pisobeni méd'nymi ionty v suspenznich buiikéach.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU a/nebo CldU a/nebo
IdU po pisobeni médnymi ionty v suspenznich buitkach. Neni-li uvedeno jinak, veskeré
kroky byly provadény pfi teploté mistnosti, pficemz kroky nasledovaly po sobé bez dalsich
prodlev.

Bylo postupovéno stejné jako v Pifkladu 3 stim rozdilem, Ze inkubace s my& anti-
bromodeoxyuridinovou protilatkou probihala bez exonukleazy I v roztoku 100 mmol.l”
Tris-HCl a 100 mmol.I" NaCl, pH 7.5.

Priklad 7

Stabilizace protilatek rozeznivajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech
inkorporace t&chto nukleosidd po piisobeni nizkou koncentraci kyseliny chlorovodikové
(HCD) a exonukledzou III vbuiikich péstovanych na podloznich sklech, tkénich a
v suspenznich burikach.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU, CldU nebo IdU po
plisobeni nizkou koncentraci kyseliny chlorovodikové a exonukledzou Il v buikich

péstovanych na podloZnich sklech, tkanich a v suspenznich burikach.

Bylo postupovano podle Piikladt 1-3 s témito rozdily:
Namisto roztoku obsahujiciho 10 mmol.l" askorbatu sodného, 4 mmol.l”" siranu médnatého,
20 mmol.I"" glycinu a 100 mmol.I"" chloridu sodného byl pouzit roztok 50 mmol.1" HCI, ve
kterém byly vzorky tfepany 20 minut pfi teploté 24°C.

Piiklad 8
Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/mebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech
inkorporace téchto nukleosidi po plsobeni DNazou I a exonukledzou III v buiikach

péstovanych na podloznich sklech, tkanich a v suspenznich buiikéach.
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Nésledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU a/nebo CldU a/nebo
IdU po pisobeni DNézou 1 a exonukleazou III v butikich péstovanych na podloZnich sklech,

tkanich a v suspenznich buiikach.

Bylo postupovano podle Ptikladd 1-3 s témito rozdily:

Po promyti vzork v 1x PBS (bod G, Piiklad 1) byla v ptipadé vzorkd na sklech skla se
vzorky vyjmuta pomoci pinzety z Petriho misky a prebytek roztoku byl odsat pomoci
filtradniho papiru tak, 7e skla se vzorky byla poloZena stranou bez vzorki na filtraéni papir.
Skla se vzorky byla poloZena na kapky 100 mmol.I! Tris-HCl, pH 7,5 na parafilmu (50
nlkapka). Skla sméfovala vrstvou se vzorky smérem doli do kapky. Nasledné byly vzorky
inkubovany 30 minut s DNézou I (20 U/ml, Fermentas; viz ¢ast PouZité roztoky a chemikalie)
v roztoku 10 mmol.lI" Tris (pH 7,5 pti 25°C), 2,5 mmol.I”" MgCl,, 0,1 mmol.1" CaCl; na
kapkach o velikosti 20 pl. Poté byly vzorky promyty stejn€ jako v bodu G Piikladu 1 v Ix
PBS. Nisledné bylo pokratovano 30 minutovou inkubaci s mys3i anti-bromodeoxyuridinovou
protilatkou a exonukledzou III (1U/ ul, Fermentas) v roztoku 66 mmol.I" Tris (pH 8,0 pfi
30°C), 0,66 mmol.I"" MgClz.na kapkach o velikosti 20 pl a dale dle bodu N-U Ptikladu 1.

Priklad 9

Stabilizace protildtek rozeznavajicich BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech
inkorporace t&chto nukleosidd alternativné po plisobeni médnymi ionty a/nebo exonukleazou
0L, nizkou koncentraci HCI a exonukledzou Il nebo DNézou I a exonukleazou Il v burikach
péstovanych na podloZnich sklech, tkanich a v suspenznich buiikach za pouziti protilatky,

ktera je pfimo konjugovana s fluorochromy.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU a/nebo CldU a/nebo
IdU alternativné po plisobeni m&dnymi ionty a/nebo exonukledzou III, nizkou koncentraci
HCI a exonukledzou I nebo DNazou I a exonukledzou I v buiikach péstovanych na

podloznich sklech, tkanich a v suspenznich buiikach.

Bylo postupovéno podle Pfikladd 1-8 s témito rozdily:
Byla pouzita mysi protilitka namifeni proti BrdU, kterd byla konjugovana alternativng
s fluorochromem FITC (Fluorescein isothiocyandt) nebo Tetrametylrodaminem nebo

cyaninovym fluorochromem Cy5 nebo Cy3 a bod Q a R byl ve v8ech piipadech vynechan.
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Piiklad 10
Stabilizace protilatek rozeznavajicich BrdU a/nebo CIdU a/nebo IdU v DNA v mistech
inkorporace téchto nukleosidi po piisobeni nizkou koncentraci kyseliny chlorovodikové a

exonukledzou I v suspenznich buiikach fixovanych etanolem.

Nasledujici postup popisuje stabilizaci protilatek namifenych proti BrdU /nebo CldU a/nebo
IdU po plsobeni médnymi ionty a exonukleazou III v suspenznich buiikach fixovanych
etanolem. Neni-li uvedeno jinak, veskeré kroky byly provadény pfi teploté mistnosti, pficemnZ
kroky nésledovaly po sobé bez dalsich prodlev.

A) Lidské HeLa S3 buiiky (dale jen vzorky) byly péstovany v kultivaénich lahvich
(objem lahvi byl 50 ml), které byly tfepany, v riistovém médiu S-MEM (modifikace Eaglova
minimélniho 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 atmosféie s 5%
(obj./obj.) CO, pfi 37 °C. Buné&na suspenze obsahovala pfiblizné 5-8 x 10° bungk na 1

mililitr.

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

Q) Nasledné byla suspenze bun¢k obsahujici asi 0,5-1,5 milionu bungk pfenesena do
centrifugaéni zkumavky a vzorky byly odstfedovany 1 minutu pfi 180g. Supernatant byl

odstranén.

D) Ke vzorkim bylo pfidano 2 ml 70% (obj./obj.) etanolu vychlazeného v ledové lazni.
Po 5 minutach inkubace na pokojové teploté byly ke vzorkiim pfidany 2 ml roztoku 1x PBS.
Vzorky byly rozsuspendovany a nasledné odsttedovany 1 minutu p#i 180g. Supernatant byl
odstranén, ke vzorkim byly pfidany 2 ml nového roztoku 1x PBS, vzorky byly
rozsuspendovany a nasledné opét odstfedény. Tento krok byl opakovan jesté jednou.

E) Supematant byl odstranén. Ke vzorkim bylo pfidano 2 ml alternativné 20, 40, 80 a
160 mmol.I"' HCL. Vzorky byly pfemistény na tiepacku (Thermomixer comfort, Eppendorf) a



zde byly inkubovany alternativaé 1, 2, 5, 10, 20, 30 nebo 60 minut pfi rychlosti 300
otadek/minutu. V nékterych provedenich inkubace v roztoku kyseliny probé&hla bez tfepani.

F) Vzorky byly odstfed’ovany 1 minutu pfi 180g. Supernatant byl odstranén, ke vzorkim
byly ptidany 2 ml 100 mmolL.l-1 Tris-HC, pH 7,5. Tento krok byl opakovan jesté jednou.
Alternativné byl namisto roztoku Tris-HCI pouZit roztok 1x PBS.

G) Vzorky byly odstfedovany 1 minutu pii 180g. Supernatant byl odstranén. Ke vzorkim
bylo pfidéno alternativné 100, 200 nebo 500 pl roztoku mysi protilatky rozeznavajici BrdU
a/nebo CldU a/nebo IdU (konedna koncentrace protilatky byla alterativng 0,1; 1; 10, 100 a
200 pg/ml) konjugované s fluorochromem a exonukleazy I (koneind koncentrace
alternativné 0,2; 1 nebo 10 U/ul, Fermentas) v roztoku 1x pufiu pro exonukleazu III (66
mmol.I"* Tris (pH 8,0 pfi 30°C), 0,66 mmol.I" MgCly). Vzorky byly inkubovany alternativné
pHi teploté 10, 20, 25, 37 nebo 40°C na tfepacce pti rychlosti 300 ota¢ek/minutu.

H) Ke vzorkim byly pfidany 2 ml 100 mmol.I'! Tris-HCl, pH 7.5. Vzorky byly odstfedovany
1 minutu pfi 180g. Supernatant byl odstranén, k peletd vzorkd byly ptidany 2 ml 100 mmol.1”
Tris-HCl, pH 7,5. Tento krok byl opakovan jesté jednou. Alternativng byl namisto roztoku
Tris-HCI pouzit roztok 1x PBS. V nékterych provedenich nasledoval ihned po prvnim pfidéni
2 ml 100 mmol.I"' Tris-HCI, pH 7,5 nebo 1x PBS krok I.

1) Vzorky byly odstfedovény 1 minutu pfi 180g. Supernatant byl odstranén. Ke vzorkdm byly
piidany 2 ml 2% formaldehydu v 1x PBS a vzorky byly inkubovény po dobu 10 minut na
pokojové teploté.

1) Vzorky byly odstfedovany 1 minutu pii 180g. Supernatant byl odstranén. Ke vzorkiim byly
ptidany 2 ml 100 mmol.I"" Tris-HCI, pH 7,5. Vzorky byly odstfedovany 1 minutu pHi 180g.
Supernatant byl odstranén, k peleté vzorki byly pfidany 2 ml 100 mmol.I"! Tris-HC, pH 7.5.
Tento krok byl opakovén jesté jednou. Alternativné byl namisto roztoku Tris-HCl pouZit
roztok 1x PBS.

PouZité roztoky a chemikalie:

1. Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (PBS
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10x PBS (desetinasobné koncentrovany roztok PBS):
1,4 mol.l-1 NaCl
26 mmol.l-1 KCl
90 mmol.l-1 Na2HPO4
14 mmol.l-1 KH2PO4

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

1x PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok pfipraveny desetinasobnym fed&nim
10x PBS)

2. Priprava polvlysinovych skel pro ukotveni suspenznich bunék
Kruhova skla s primérem 12 mm byla vioZena do 50 ml kadinky s 20 ml 96% (obj./obj.)

etanolu. Po 10 minutdch byla pomoci pinzety pfenesena do Petriho misky vyloZené
filtratnim papirem a usuSena. Skla byla nasledné na dobu 1 minuty ponofena do 0,01%
(hmotnost/obj.) roztoku poly-L-lysinu v DMEM, nésledné byla ponotena na 30 sekund do
1x PBS a pak jest¢ jednou na 30 sekund do nového 1x PBS. Tento krok byl jeits 3x

opakovan. Nakonec byla skla poloZena na filtragni papir a ususena.

3. Roztok exonukledzy 111 s protilatkou:

Destilovana voda

Ix pufr pro exonukledzu III (Fermentas, 2 ul 10x koncentrovaného pufru do 20 ul
smési), tento pufr je dodavan jako 10x koncentrovany, sloZeni 10x koncentrovaného
pufru je nasledujici: 660 mmol.I"” Tris-HCI (pH 8,0 pfi 30°C), 6,6 mmol.I"' MgCl,.
Exonukleaza ITT (200 U/ul, Fermentas), koneéna koncentrace 1 U/ ul

Mysi anti-bromodeoxyuridinova protilatka (fedéni dle ndvodu dodavatele protilatky)

Definice jednotky exonukleazy I

Jedna jednotka (U) enzymu uvolni za 30 minut 1 nmol produktu z DNA E. coli pfi
37°C. Enzymatick4 aktivita byla méfena v nésledujici smési: 50 mmol.l" Tris-HCI
(pH 8,0), 5 mmol.I" MgCI2, 1 mmolI" dithiothreito] a 0,05 mmol.I" sonikované
DNA z E. coli.
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4. Roztok DNézy L.
Destilované voda
1x pufr pro DNézu I (Fermentas, 2 pl 10x koncentrovaného pufru do 20 pl smési),
tento pufr je dodavén jako 10x koncentrovany, slozenf 10x koncentrovaného pufru je
nasledujici: 100 mmol.]" Tris-HCI (pH 7,5 pfi 25°C), 25 mmol.l" MgClal mmol.I"
CaCl,.
DNéza I (1 U/pl, Fermentas), kone&n4 koncentrace 20 U/ ul
Mys anti-bromodeoxyuridinova protilatka (fedéni dle navodu dodavatele protilatky)

Definice jednotky exonukledzy III

Jedna jednotka (U) enzymu uplné degraduje 1 pg plazmidovej DNA za 10 minut pfi
37°C. Enzymaticka aktivita byla méfena v nasledujici smési: 10 mmol.l-' Tris-HCI
(pH 7,5 pii 25°C), 2,5 mmol.I" MgCh, 0,1 mmoll" CaCl, a 1 pg pUC19 DNA

Primyslova vyuZitelnost:
Zpisob stabilizace protilatek rozeznavajici BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v mistech

inkorporace téchto nukleosidi podie predkladaného vynalezu lze vyuzit v piipadech, kdy je
diilezité Setrné zpFistupnéni téchto nukleosidd ve struktufe DNA pro reakci se specifickymi
protilatkami a tyto protilatky ptitom pro efektivni reakci s BrdU a/nebo CIdU a/nebo 1dU
bézné vyzaduji zpfistupriujic kroky, které vyrazné poskozuji DNA abuné&nou strukturu,
piidemz protokoly zaloZené na pouziti jednomocné médi a/nebo exonukledze bez pouZiti nimi
popsaného pristupu poskytuji nizky nebo zadny signal. V této souvislosti je moZné mimo jiné
predpokladat v&lenéni tohoto zpisobu do komeréné dostupnych sad pro detekci replikace
DNA.
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PATENTOVE NAROKY

Zpisob stabilizace protildtek rozeznavajici BrdU a/nebo CIdU a/nebo IdU v DNA v
mistech lokalizace téchto nukleosidi po piisobeni jednomocnou médi a/nebo
exonukleazou II1., vyznadené t i m, Ze vzorky s DNA, ktera obsahuje BrdU, IdU nebo
CldU, se po plsobeni jednomocnou médi a/nebo exonukledzou T a inkubaci
s protilatkou rozeznavajici BrdU a/nebo CldU a/mebo IdU inkubuji v roztoku
formaldehydu.

Zplisob stabilizace protilatek rozeznavajici BrdU a/nebo CldU a/nebo IdU v DNA v
mistech lokalizace téchto nukleosidd po plsobeni jednomocnou médi a/nebo
exonukleazou III, podle néroku 1, vyznaéené t i m, Ze jako vzorky jsou pouzity butiky
nebo tkané.

Zpisob stabilizace protilatek rozeznavajici BrdU a/nebo CIdU a/nebo IdU v DNA v
mistech inkorporace téchto nukleosidi po pilisobeni jednomocnou médi a/nebo
exonukleazou III, podle naroki 1 a 2, vyzna&ené t i m, Ze jsou pouzity nekonjugované
protilatky nebo protilatky konjugované s dal$imi latkami, s vyhodou vybranymi ze

skupiny fluorochromd.
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