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SOUHRN

Predkladana prace poskytuje piehled nékolika metod pouzivanych pro detekci

replikacni aktivity bun¢k s vyuzitim modifikovanych nukleosidl (5-bromo-2"-deoxyuridinu,

Anna Kabotova

Metody detekce replikac¢ni aktivity lidskych bun¢k

a standardizace jejich pouziti pro analyzu bunééného cyklu
Bakalarska
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Replikace DNA, modifikované nukleosidy a nukleotidy,

bunécny cyklus, imunofluorescence, obrazova cytometrie
72
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Cesky

BrdU a 5-etynyl-2"-deoxyuridinu, EdU) a nukleotidu (biotin-16-deoxyuridin-5’-trifosfatu).

Soucasti prace je porovnani téchto metod s ohledem na moznost provedeni nasledné analyzy

bunééného cyklu, na silu poskytovaného signalu a na jejich vliv na fluorescenci fluorescenénich

proteini. Sledované metody byly testovany na péti lidskych bunéénych liniich.

Vysledky ukazaly, ze z testovanych metod byl pro analyzu replikac¢ni aktivity
a soucasn¢ analyzu bunécného cyklu bun€k nejvhodnéjsi nukleosid EdU, ktery je detekovan
klikaci reakci. Naopak nejméné vhodnou metodou bylo pouziti BrdU v kombinaci s jeho
odhalenim ve struktufe DNA pomoci 4 N HCI. Tento zpisob vedl k denaturaci DNA, coz

znemoznilo naslednou analyzu bunééného cyklu. Pro soucasnou lokalizaci fluorescencnich

proteint byla nejvhodnéjsi metoda zalozena na BrdU a plisobeni nukleaz.
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SUMMARY

The thesis presented provides a review of several methods used for the detection of
cellular replicational activity by modified nucleosides (5-bromo-2’-deoxyuridine, BrdU and
5- ethynyl-2"-deoxyuridine, EdU) and nucleotide (biotin-16-deoxyuridine-5’-triphosphate).
A part of the thesis concerns the comparison of these approaches with respect to the possibility
of subsequent cell cycle analysis, the signal strength and their impact on the fluorescence of the
fluorescence proteins as well. The investigated methods were tested on five human cell lines.

The results showed that nucleoside EdU detected by click reaction was the most suitable
nucleoside for analysis of replicational activity and the concurrent cell cycle analysis. On the
other hand, the least suitable approach represents the use of BrdU in combination with its
revelation in DNA structure by 4 N HCI. This method led to the DNA denaturation making
impossible the subsequent analysis of the cell cycle. Method based on BrdU and nucleases

treatment emerged as the most convenient for the simultaneous analysis of fluorescent proteins.
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Seznam symbolu a zkratek

A —adenin

Andl — WD repeat and HMG-box DNA binding protein 1
ATR — Ataxia talangiectasia and Rad3-related protein
ATRIP — ATR-interagujici protein

Biotin-dUTP — biotin-16-deoxyuridin-5"-trifosfat

bp — par bazi

BrdU — 5-bromo-2’"-deoxyuridin

C —cytosin

CDCA45 — cell division cycle 45 protein

CDC6 — cell division cycle 6 protein

Cdk — cyklin dependentni kinaza

Cdtl — chromatin licensing and DNA replication factor 1
CldU — 5-chloro-2"-deoxyuridin

DABCO - 1,4-diazabicyclo[2.2.2]oktan

DAPI - 47,6-diamidin-2-fenylindol

DDK - Dbf4-dependentni kinaza

Digoxigenin-dUTP — digoxigenin- 11-2"-deoxy-uridin-5"- trifosfat
D-MEM - Dulbeccova modifikace Eaglova média
DMSO - dimetylsulfoxid

DPB11 — regulator replikace DNA DPB11

EdU — 5-etynyl-2"-deoxyuridin

E-MEM - Eaglovo minimalni esencialni médium

FACS — Fluorescent Activated Cell Sorter

FBS — fetalni teleci sérum

FITC — fluorescein isotiokyanat

FPC — komplex chranici replikacni vidlicku

FUCCI — Fluorescent Ubiquitination Cell Cycle Indicator
G — guanin

GFP — zeleny fluorescen¢ni protein

GINS komplex— go-ichi-ni-san (podle ¢tyt podjednotek komplexu Sld5, Psfl1, Psf2 a Psf3)
H — t€zké vlakno mitochondrialni DNA
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Chk1 — kinaza kontrolniho bodu 1

ICs0 — polovina maximalni inhibi¢ni koncentrace
IdU — 5-iodo-2"-deoxyuridin

kb — kilobaze

L — Iehké vlakno mitochondrialni DNA

MCM 10 protein — minichromosome maintenance protein

MCM 2-7 komplex — MCM (minichromosome maintenance) proteinovy komplex

MtDNA — mitochondrialni DNA

NCR — nekodujici oblast uplatiujici se pti mitochondrilni replikaci

NTP — nukleotid trifosfat

On — pocatek replikace té¢Zkého vlakna mitochondridlni DNA
OL — pocatek replikace lehkého vlakna mitochondridlni DNA

ORC — komplex rozpoznavajici pocatek

PBS — fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

PCNA — prolifera¢ni antigen bunécného jadra

PRB — retinoblastomovy protein

R bod — restriktivni bod

RFC — replikacni faktor C

RPA — replikacni protein A

S-CDK - cyklin dependentni kinazy aktivované v S fazi
SLD2, SLD3 — regulatory replikace DNA SLD2 a SLD3
T — tymin

Tert — telomerazova reverzni transkriptaza

TR (Terc) — telomerazova RNA komponenta
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1 Uvod

Replikace DNA je nezbytnym procesem, ktery zajistuje kontinuitu genetické informace
a jeji prenos do nasledujici generace. Detekce replikacni aktivity bun¢k je dulezitym nastrojem
pro studovani bun¢k a jejich buné¢ného cyklu. Tyto metody se Siroce uplatiiuji napiiklad pii
vyvoji a testovani 1é¢iv. Analyzu replikace DNA Ize provadét riznymi zpusoby. Piikladem je
pouziti radioisotopti nebo sledovani replikacnich proteind (napt. PCNA nebo Ki-67).
V soucasnosti asi nejcastéjSimi zpisoby jsou metody zalozené na pouziti modifikovanych
nukleosida ¢i nukleotidd. Modifikované nukleosidy a nukleotidy jsou béhem syntézy DNA
inkorporovany do DNA a nasledné jsou detekovany napiiklad pomoci imunofluorescence.

V piedkladané praci jsem se Vv piehledové Casti zabyvala pribéhem replikace bunécéné
DNA a moznostmi jeji detekce, a to zejména pomoci modifikovanych nukleosidi nebo
nukleotidd. V experimentalni ¢asti jsem se zabyvala porovnanim péti metod pro analyzu
replikacni aktivity bun¢k s ohledem na moznost provedeni nasledné analyzy bunééného cyklu,
na silu poskytovaného signalu a na jejich vliv na fluorescenci fluorescencnich proteind.

Sledované metody byly testovany na péti lidskych bunéénych liniich.



2 Cile prace
1. Vypracovani literarni reserSe na téma: Organizace a replikace DNA.
2. Vypracovani literarni reSerSe na téma: Zakladni pfistupy pouzivané pro detekci
replikace DNA.
3. Porovnani péti pristupti detekce replikac¢ni aktivity pomoci analogii nukleosidu
a analogu nukleotidu z hlediska sily replika¢niho signalu, zavislosti na bunécné linii
a zhodnoceni jejich vlivu na analyzu buné¢ného cyklu a na fluorescenci fluorescenénich

proteint.



3 Literarni prehled

Molekula DNA byla objevena Svycarskym chemikem Friedrichem Miescherem v roce
1869 pfi sledovani lidskych bilych krvinek. VSiml si, ze po ptfidani kyseliny k bunécnému
roztoku doslo k oddéleni substance, kterd se po chemické strance lisila od proteint. Substanci
pojmenoval jako nuklein. Divodem bylo jeho ptesvédceni, ze substance pochazi z jadra
(Dahm, 2007). V dalsich letech se nukleinem zabyval napfiklad biochemik Albrecht Kossel,
ktery ho na zaklad¢ provedenych experimenti pojmenoval jako deoxyribonukleovou kyselinu
(DNA). Soucasné identifikoval vSech pét nukleotidovych bazi, které jsou soucasti DNA a RNA:
adenin (A), guanin (G), tymin (T), cytosin (C) a uracil (U) (Kossel, 1911). Erwin Chargaff
zjistil, ze ackoli se skladba bazi DNA 1i§i mezi druhy, v kazdém druhu jsou mezi bazemi
zachovany stejné poméry. Pocet adeninii odpovida poctu tyminil a pocet cytosinli odpovida
poctu guanint (Chargaff et al. 1949; Chargaff, 1951). V roce 1952 Alfred Hershey a Martha
Chase potvrdili, Ze DNA je nositelkou genetického materialu (Hershey et Chase, 1952). O rok
pozdéji Rosalind Franklin vytvofila rentgenové difrakéni obrazce a pomoci nich poté James
Watson a Francis Crick objasnili strukturu DNA (Watson et Crick, 1953).

Molekula DNA je nositelkou genetické informace jak u prokaryotickych, tak
i u eukaryotickych organismi. Je nezbytna pro jejich vyvoj, funkci a rozmnozovani. Zatimco
prokaryotni DNA se nachazi Vv cytoplazmé, nejvétsi cast eukaryotni DNA se nachazi
v bunécném jadre, které je oddéleno od cytoplazmy dvojitou jadernou membranou. Kromé
jaderné DNA obsahuji eukaryotni bunky DNA i Vv mitochondriich nebo chloroplastech.
U eukaryotnich bunék vcetné lidskych bunék je organizace jaderné DNA velmi slozita
a vyzaduje pritomnost celé fady proteinti. Diivodem je nutnost vysoké kondenzace chromatinu
a soucasné zajisténi efektivni replikace DNA, regulovaného ptepisu do RNA a oprav DNA

(Alberts et al., 2002).

3.1 Organizace DNA

Molekula DNA je slozena z nukleotidt, které jsou tvotfeny fosfatovou skupinou,
sacharidem 2’-deoxy-D-ribézou a bazi. Baze mize byt adenin, guanin, cytosin a tymin.
Molekula DNA je upotadana do dvousroubovice slozené ze dvou polynukleotidovych vldken
(Watson et Crick, 1953). Nukleotidy jsou v fetézci spojeny kovalentnimi fosfodiesterovymi
vazbami mezi C3” uhlikem cukerné pentozy a fosfatovou skupinou navazanou na Cs” uhliku.
Fosfodiesterova vazba urcuje orientaci celého polynukleotidového vladkna. Baze nukleotida

jsou navzajem spojeny vodikovymi mustky. Vazba mezi jednotlivymi bazemi je dana



pravidlem komplementarity, tj. adenin se vaze s tyminem, a to dvéma vodikovymi mustky
a guanin s cytosinem tfemi mustky. Vldkna DNA jsou komplementarni a maji antiparalelni
orientaci. Jedno vlakno ma orientaci 5" = 3" a druhé 3 > 5” (Alberts et al., 2002).

Jaderna DNA je vysoce organizovana a asociovana S proteiny. Tento komplex se
oznacuje jako chromatin. Zakladni strukturni jednotkou chromatinu je nukleozom. Nukleozom
je tvofen oktamerem proteind histonové povahy (H2A, H2B, H3 a H4). Kolem tohoto tzv.
histonového jadra se obtaci DNA o0 délce 147 part bazi. Histony chrani usek DNA na
nukleozomovém jadre pred St€penim endonukledzami. Jednotlivé nukleozomy jsou velké asi
10-11 nm a jsou stabilizovany tzv. ,linkerovym* histonem H1 (Snustad et al., 2009; Bartova,
2009). Komplex nukleozomil se dale stac¢i do 30 nm vlakna a néasledné vytvari dalsi strukturu
chromatinu a to 60—130 nm vlakno chromonem (Bartova, 2009). Pfesna struktura chromatinu
vSak neni zcela objasnéna. V tomto ohledu byly navrzeny rizné modely uspoiradani
chromatinu, napiiklad model solenoidu nebo ,zig-zag“ model (Grigoryev et al., 2009).
Organizace chromatinu se vyrazné¢ méni v zavislosti na pfitomnosti genu, jejich aktivité
a rovnéz se méni v pribehu bunééného cyklu. Piikladem vysoce kondenzovaného chromatinu

jsou metafazni chromozomy (Snustad et al., 2009; Bartova, 2009).
3.2 Replikace DNA

3.2.1 Replikace DNA v bunééném cyklu

Replikace DNA je zékladni a regulovany proces, ktery probiha ve vsech Zzivych
organismech (Gonzalez et al., 2005). Je nezbytna pro déleni bun¢k a piedavani genetické
informace z generace na generaci (Berg et al., 2002). Syntéza DNA probiha v S fazi
(syntetické) bunécného cyklu. Bunéény cyklus je rozdélen do dvou zakladnich fazi: interfaze
a mitotické faze (M faze, mitoza). Interfaze je 0 mnoho delsi nez mitéza a je rozdélena na
dalsi tii faze — G1, S a G2 (viz obr. 1). Kromé téchto fazi mohou bunky projit do tzv. faze GO.
Ta byva oznacovana jako klidové a buiiky neprochédzeji bunéénym cyklem a nereplikuji svou
DNA. Buriky do ni mizouvstoupit v pribéhu G1 faze. GO faze je typicka pro diferencované
bunky (Cooper, 2000).

G1 faze je vétsinou nejdelsi fazi bunééného cyklu (Cooper, 2000). V ¢asné G1 fazi se
kromé¢ jiného rozhoduje, zda bunka bude dale pokrac¢ovat do S faze buné¢ného cyklu. K tomu
jsou nezbytné rustové faktory. V ptipad¢ jejich dostatku bunky pokracuji do pozdni G1 faze
a dale v cyklu. Prechodem mezi casnou a pozdni G1 fazi je tzv. R bod (restriktivni bod).
Za timto bodem uz rustové faktory nejsou nezbytné a burika jiz projde celym bunéénym cyklem
(Pardee, 1974). Bunécny cyklus je regulovan souborem kontrolnich bodi, které se nachazi na
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rozhrani fazi G1/S, G2/M a na rozhrani metafaze/anafaze (Novak et al., 2003). Tyto kontrolni
body jsou regulované cyklin-dependentnimi kinazami (Cdk). Aktivita téchto kinaz je
regulovana regula¢nimi proteiny — cykliny. Ty spolu s Cdk tvoti komplex cyklin/Cdk (Sancar
et al., 2004). Cykliny spole¢né s Cdk reguluji postup bunék pies G1, S, G2 a M faze buné¢ného
cyklu. V G1 fazi je cykliny typu D aktivovana Cdk4/Cdk6 kinaza a nésledné je aktivovéana
Cdk2 kindza cyklinem E. Tyto cyklin/Cdk komplexy napomahaji vstupu bun¢k do S faze
inaktivaci retinoblastomového proteinu (pRB). Aktivace cyklin A2/Cdk2 kindzy umoziuje
postup bun¢k S fazi a jejich vstup do G2 faze. V G2 fazi jsou aktivni komplexy cyklinu
A2/Cdkl kindzy a cyklinu B2/Cdk1 kindzy a dovoluji ptechod bunék do M faze (Chotiner
etal., 2019).

Kazda diploidni bunka muze svou DNA replikovat pouze jednou béhem bunécéného
cyklu.To je zabezpeCeno degradaci nékterych proteini (Cdtl a Cdc6) z pocatku replikace
béhem S faze bunécného cyklu (viz podkapitola 3.2.2). Soucasné je znemoznéno op&tovné

navazani téchto proteint na replikaéni pocatky v prubéhu stejné S faze (Araki, 2010).

Mitoza

()
N
\©
Y
©
e
)
=

9Zy 19

Obrazek 1 Schéma bunééného cyklu (Brody, L. C.; www.genome.gov [online]. [cit. 29. 4. 2020].
Dostupny na www: https://www.genome.gov/genetics-glossary/Cell-Cycle)

3.2.2 Replikace jaderné DNA

Replikace DNA probiha z velkého mnozstvi replikac¢nich pocatkt. Tyto pocatky jsou
aktivovany v pribéhu S faze bun&ného cyklu. Casti DNA, které jsou replikovany z jednoho
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replika¢niho pocatku, jsou oznaCovany jako replikony. Lidsky genom jich obsahuje kolem
40 000 (Singer et al., 1996). V prib¢hu S faze je ve stejnou dobu aktivni jen uréita cast
replikond. Predpoklada se, Ze je to kolem 10-15 % z celkového poctu replikont (Jackson et
Pombo, 1998). Replikace probiha z replikaéniho pocatku obousmérné pomoci dvou
replikaénich vidlicek a kon¢i, kdyz se potkaji dvé sousedni vidli¢ky (Chagin et al., 2010).
Iniciace replikace DNA probiha ve dvou casové oddélenych krocich — licencovani
replikaénich pocatkt a vytvoreni replika¢ni vidlicky (Moldovan et al., 2007). Jiz béhem G1
faze se k replika¢nim pocatkiim vaze komplex proteint vytvaiejici tzv. pre-replikacni komplex
(pre-RC; viz obr. 2). Cely tento proces je vysoce regulovany a probihd v pfesném potadi.
Nejdiive se k replikacnim pocatkim vaze proteinovy komplex Sesti proteinti - origin
recognition complex (ORC). Piimo k ORC se nasledné vaze Cdc6 protein a k tomuto komplexu
se vaze Cdtl protein. Komplex proteini ORC, Cdc6 a Cdtl umoziuje vazbu hexamerniho
helikazového MCM 2-7 komplexu (minichromosome maintance protein complex) (Chong
et al.,, 1996) na DNA (Bell et Dutta, 2002). Aby nedochazelo k opétovnému vytvoreni pre-
replika¢niho komplexu na stejném replika¢nim pocatku, je Cdtl protein inhibovan vazbou
proteinu gemininu a soucasné¢ dochazi k fosforylaci Cdc6 proteinu a jeho uvolnéni z pre-
replikacniho komplexu (Montanari et al., 2006).
replikacnich faktort jako je protein Cdc45 nebo GINS komplex (z japonského go-ichi-ni-san,
coz znamena 5-1-2-3, po ¢tytech pribuznych podjednotkach komplexu Sld5, Psfl, Psf2 a Psf3)
(MacNeill, 2010). K tomu je nutné pasobeni cyklin-dependentni kindzy Cdk2 a eukaryotni
Dbf4-dependentni kinazy/Cdc7 (DDK) (Aparicio et al., 2009). Nasledné se na replikaéni
vidlicce formuje multiproteinovy komplex, replisom. Hlavnimi proteiny replisomu jsou
helikazovy komplex, replika¢ni protein A (RPA), replikacni faktor C (RFC), PCNA
(prolifera¢ni antigen bunécného jadra), komplex DNA polymerazy o/primazy, DNA
polymerazy ¢ a ¢ (Yu et al., 2014), ribonukleazy H1 a FEN1, DNA ligaza I a topoizomeraza I
a II. Po vytvofeni replisomu za¢ind samotna syntéza DNA (Zheng et Shen, 2011). Strucny

prehled replikacnich proteint a jejich funkce jsou uvedeny v Tabulce €. 1.
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Obrazek 2 Formovani pre-RC a iniciace replikace DNA (Bryant a Aves, 2011)

Tabulka ¢. 1 Replika¢ni proteiny a jejich funkce

Nazev proteinu

Funkce

ORC

CDC6
Cdtl

geminin

MCM2-7

CDC45

GINS komplex

MCM 10
S-CDK
SLD2, SLD3

- komplex sesti proteinovych podjednotek, vaze se K replikacnim pocatkiim (Popova et
al., 2018)

-vaze se k ORC komplexu, dilezita role v uspoiadani dalsich replika¢nich proteinii v pre-
replika¢nim komplexu (Dutta et Bell, 1997)

- klicova tiloha v uspotadani pre-replika¢niho komlexu (Bell et Dutta, 2002)

- inhibice opétovné formace pre-replikacniho komplexu vazbou na Cdtl protein (Bell
et Dutta, 2002)

- komplex proteint, vaze se K replika¢nim pocatkim, soudasti helikdzového komplexu
(Forsburg, 2004; Vijayraghavan et Schwacha, 2012)

- regulace replikace DNA, tloha pfi iniciaci a elongaci replikace DNA, soudast
helikazového komplexu (Broderick et Nasheuer, 2009, Vijayraghavan et Schwacha, 2012)
- spolu s MCM2-7 a Cdc45 proteiny jsou soucasti helikazového komplexu (Vijayraghavan
et Schwacha, 2012)

- pomaha pti spravnému sloZeni replikaéni vidlicky (Du et al., 2012)

- fosforyluji SLD2 a SLD3 proteiny (Zegerman et Diffley, 2007)

- vazou se k DPB 11 (Tanaka et al., 2007)




Pokracovani Tabulky ¢. 1

DPB 11 - vaze se ke GINS komplexu a umoziuje interakci komplextt GINS a MCM 2-7 (Tanaka
etal., 2013)

FPC - stabilizuje replisom b&éhem replikace DNA (Leman et Noguchi, 2013)

Andl - soucast replisomu, slouzi k regulaci replikace DNA (Jaramillo et al., 2013)

ATR - ptenos signalu pies kontrolni body bunééného cyklu (Abraham, 2001), dilezita role
v regulaci bunééné odpovédi na poskozeni DNA (Namiki et Zou, 2006)

AT - vaze se k RPA a umoznuje komplexu ATR-ATRIP rozpoznat poskozenou strukturu
DNA (Namiki et Zou, 2006)

Chk1 - fosforyluje CDK1 (Patil et al, 2013)

Syntéza DNA (viz obr. 3) zacind plisobenim DNA helikdzového komplexu, ktery
rozviji DNA a stabilizaci jednovldknové DNA proteinem RPA. V rozvoliovani struktury
DNA hraji dulezitou roli topoizomerazy, které zabezpeluji relaxaci Sroubovice DNA.
Komplex DNA polymerazy o/primazy nejdiive syntetizuje kratky usek RNA (Chagin et al.,
2010), ktery nasledné prodlouzi o cca 20 bazi sekvenci DNA (Fisher et al., 1979). V dal$im
kroku se k tomuto kratkému tseku vaze protein RFC zabezpecujici vazbu proteinu PCNA
k DNA. Protein PCNA je dilezity pro udrzenivazby DNA polymerazy ¢ a e na DNA. Po vazbé
téchto polymeraz je z replisomu uvolnéna DNA polymeraza o/primaza a dochazi k syntéze
DNA (Chagin et al., 2010). DNA polymerazy maji DNA syntetickou aktivitu ve sméru 5" 3~
a proofreadingovou aktivitu ve sméru 3> 5°. (Stillman, 2008; Fazlieva et al., 2009). To
vyzaduje pouziti odlidné strategie pfi syntéze parujicich vlaken DNA. Retézec, ktery je
orientovan ve sméru 5°>3’, je syntetizovan kontinualn¢. Toto vlakno je nazyvano jako
vedouci fetézec (Stillman, 2008). Druhé vldkno, které je orientované opacné, je syntetizované
formou kratsich, tzv. Okazakiho fragmentt (Okazaki et al., 1968). Jedna se o kratké tseky
RNA (cca 200 bazi) syntetizované enzymem primazou (Hiibscher et al., 2002, Singh et al.,
1986). Toto vlakno je oznacovano jako opozd'ujici fetézec. Kratké RNA useky jsou nakonec
odstranény ribonukleazou H1 (Tannous et al., 2015) a FENL1. Jednotlivé Okazakiho
fragmenty jsou spojeny DNA ligazou I (Zheng et Shen, 2011).
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Obrazek 3 Schéma replikace molekuly DNA (Leman a Noguchi, 2013)

3.2.3 Replikace telomer

DNA polymerazy nejsou schopny replikovat molekuly DNA na koncich linearnich
chromozomu (Lingner et al., 1995), proto by pfi kazdém bunééném déleni dochazelo k jejich
zkracovani (Allsopp et al., 1992). Z toho diivodu se na koncich linearnich chromozomii nachazi
nukleoproteinové komplexy — telomerazy. Tento komplex se sklada z telomerazové RNA (TR
nebo taky Terc), telomerdzové reverzni transkriptazy (Tert) a dyskerinu. TR je funkéni RNA,
ktera slouzi jako templat pro syntézu sekvence telomery. Tert je katalytickou podjednotkou
enzymu telomerazy a dyskerin je protein, ktery vaze RNA (Cao et al., 2008). Tyto slozky jsou
nezbytné pro telomerazovou aktivitu. V lidskych bunikach je telomerdzova aktivita pfitomna
pouze beéhem embryogeneze. U dospélého c¢lovéka zistava telomeraza aktivni pouze
v zéarodecnych builkkdch a v urcitych kmenovych buikach. Znovuobnoveni telomerazove
aktivity se objevuje naptiklad v aktivovanych lymfocytech a rakovinovych buikach (Jiang
et al., 2007).

Telomericka savéi DNA je tvotena repetitivnimi sekvencemi DNA — TTAGGG (Harley
et al., 1990). Pocet repetici je rizny, u lidi se predpoklada, ze se délka telomer pohybuje od
5 do 15 kb (Samassekou et al., 2010). Telomericki DNA interaguje s proteiny
a vytvaii komplex zvany ,,shelterin“ (de Lange, 2005), ktery je slozeny z né€kolika proteint.
Sheltrin interaguje s enzymy, naptiklad s telomerazou a dal$imi proteiny potfebnymi pro

spravnou podporu a funkci telomer (Diotti et Loayza, 2011).



3.2.4 Replikace mitochondrialni DNA

Lidska mitochondrialni DNA (mtDNA) je dvouvlaknova, cirkularni molekula
o0 velikosti 16,6 kb. mtDNA obsahuje 37 gent, které jsou uspofadany do komplexi proteint
a DNA uvnitfmitochondrialni matrix (Taanman, 1999).

VétsSina mitochondrialnich proteinti je kédovana jadernou DNA. mtDNA nese geny
jen pro nékteré mitochondrialni proteiny (viz obr. 4) (Falkenberg, 2018), které jsou

syntetizovany oddélenym mitochondriadlnim transla¢nim systémem (Anderson et al., 1981).
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Obrazek 4 Schéma mitochondrialni DNA. New Study Confirms Genetic Link between Autism
Spectrum Disorder and mtDNA | Genetics, Medicine | Sci-News.com. Breaking Science News
| Sci-News.com [online]. Copyright © 2011 [cit. 30.06.2020]. Dostupné z: http://www.sci-
news.com/medicine/genetic-link-autism-spectrum-disorder-mtdna-04333.html

Mitochondrialni DNA je na rozdil od jaderné DNA dédéna vyhradné po matce (Giles
et al., 1980) a jeji replikace probiha kdykoliv v pribéhu bunééného cyklu (Chatre et Ricchetti,
2013). Parujici vlakna mtDNA se odlisuji podle skladby nukleotidi a jsou oznaCovana jako
lehka (L) nebo tézkéa (H) (Bielawski et Gold, 2002). Tézké vldkno obsahuje vice guanini, coz
umoznuje oddéleni tézkého (H) a lehkého (L) vldkna (Berk et Clayton, 1974). VétSina gent je
soucasti tézkého vlakna. Lehké vlakno koduje jen osm tRNA (transferovych) a jeden
polypeptid. VSech 13 proteinovych produktd jsou komponenty enzymovych komplext

systému oxidativni fosforylace (Taanman, 1999).
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Mitochondrie maji svij vlastni systém replikace. Ten zahrnuje specifické
mitochondrialni proteiny, jako jsou DNA polymeraza y, Twinkle DNA helikdza, vazebny
protein vazici jednovlaknovou mitochondridlni DNA a mitochondridlni RNA polymerazu.
Kromé uvedenych proteini Se uplatiiuji také enzymy jako RNaza H1, DNA ligaza IlI
a topoizomerazy (Holt et Reyes, 2012), kter¢ jsou koddovany jadernymi geny a jsou klicovymi
komponenty v replikacnim systému mtDNA (McKinney et Oliveira, 2013). mtDNA obsahuje
jednu delsi nekodujici oblast (NCR — noncoding region), ktera je také nazyvana jako kontrolni
oblast. Krom¢& promotort pro polycystronickou transkripci se v této oblasti nachazi pocatek
replikace vlakna H (On). Druhy pocatek pro DNA replikaci vlakna L (OL) se nachazi mimo
NCR ve shluku tRNA piiblizné 11 000 bp po proudu od On (Falkenberg, 2018). Podle modelu
prezentovaného v roce 1972 Vinogradem a jeho kolegy (Robberson et al., 1972), probiha
syntéza DNA kontinualné na obou vlaknech H i L (Clayton, 1991). Schéma replikace mtDNA je

znazornéna na Obr. 5.

Legenda

- RodiCovské L-vIakno —=Rodicovské H-viakno

- =\Vznikajici L-vidkno ===Vznikajici H-vlakno == RNA

Obrazek 5 Replikace mitochondrialniho genomu (Falkenberg, 2018)
3.3 Metody vizualizace syntézy DNA

Replikace DNA slouzi jako spolehlivy marker bunééné proliferace. Proto se techniky
na jeji sledovani Siroce uplatiiuji ve studiu zmén bunécného cyklu nebo v oblastech vyvoje
novych 1éciv. V prubéhu let byla vypracovana celd fada metod umoznujicich detekci replikace
DNA. Vétsina z nich je zalozena na inkorporaci modifikovanych nukleosidi nebo nukleotidd
do replikujici se DNA a jejich nésledné vizualizaci. Prvni nukleosidy, které byly pouZzity pro
znaceni replika¢né aktivnich bunék, byly radioaktivné znaceny (viz podkapitola 3.3.1). Pozdé&ji
byly nahrazovany halogen derivaty nukleosidt (viz podkapitola 3.3.2). Po inkorporaci do DNA
jsou halogen derivaty nukleosidi vizualizovany imunocytochemicky pomoci specifickych
protilatek (Beltz et Visser, 1955). Jinym v soucasnosti hojné pouzivanym modifikovanym

nukleosidem je 5-etynyl-2'-deoxyuridin (EdU; viz podkapitola 3.3.3). Je to nukleosid
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s etynylovou skupinou, ktery je vizualizovan pomoci klik reakce (Salic et Mitchison, 2008).
Kromé nukleosidi se pro detekci replikace pouzivaji i modifikované nukleotidy (viz
podkapitola 3.3.4). Jejich nevyhodou je nutnost pouziti specialnich procedur pro jejich vneseni
do bun¢k (Koberna et al., 1999).

Ackoli je mozné pouzit i imunocytochemickou detekci proteinti tiCastnicich se syntézy
DNA jako je napiiklad PCNA (Foley et al., 1991), tyto metody nejsou tak spolehlivé
a hodnoceni je nékdy obtizné (Alvarez et al., 2019). Proto se pouzivaji mnohem méng. Jinou
alternativu predstavuji konstrukty, které lze ptimo sledovat v zivych bunkéch, jako jsou
napiiklad FUCCI (Fluorescent Ubiquitination-based Cell Cycle Indicator) konstrukty
s fluoreskujicimi proteiny (viz podkapitola 3.3.5). Rovnéz tato technologie je ve srovnani
s pouzitim nukleosidovych derivati méné ¢asta. Divodem je mimo jiné ¢asova a materidlova

naroc¢nost ptipravy bunéénych linii s témito konstrukty (Zielke et Edgar, 2015).
3.3.1 Detekce syntézy DNA pomoci radioisotopt

Prvnimi izotopicky znacenymi nukleosidy byly N*° tymidin a C** tymidin (Reichard
et Estborn, 1951; Friedkin et al., 1956; Downing et Schweigert, 1956). V roce 1957 byla pro
znadeni replikace DNA vyvinuta metoda zaloZena na inkorporaci H3-tymidinu do DNA a jeho
detekci pomoci autoradiografie (Taylor et al., 1957). Metoda vyuziva interakci radioaktivniho
zafeni s fotografickou emulzi. To umoziluje pomérné piesnou lokalizaci zdroji radiace ve
vzorku. Autoradiografie byla Gspésné pouzita napiiklad pti studiu replikace v natazenych
vldknech sav¢i chromozomélni DNA (Huberman et Riggs, 1966) nebo pii studiu ¢asového
prubéhu lokalizace mist syntézy DNA (Milner, 1969).

Ackoliv autoradiografie umoznila vyznamné objevy tykajici se replikace DNA, jeji
znacnou nevyhodou je nutnost pouzivat dlouhé expozi¢ni doby. Ty se bézné pohybuji v fadu
tydnti az mésict. Nevyhodou je rovnéz pomérné nizky pomér signalu a pozadi, coz vedlo ke
snaham o nalezeni alternativnich pfistupt detekce replikacni aktivity (Ligasova et Koberna,

2018).
3.3.2 Detekce syntézy DNA pomoci halogenovych analogii nukleosidi

Prvni §iroce vyuzivanou alternativou isotopicky znacenych nukleosidt byly halogenové
derivaty tymidinu. Ty jsou modifikovany v paté pozici tymidinového kruhu atomem halogenu
(brom, fluor, jod, chloér). Nejvice pouzivanym zastupcem této skupiny je 5-bromo-2’-
deoxyuridin (BrdU) (Tuttle et al., 2010). Vyhodou BrdU je jeho relativné nizka toxicita.

Soucasné je efektivné inkorporovan do DNA bunécnymi polymerazami. Ackoli radioaktivné
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zna¢eny BrdU je mozné detekovat rovnéz pomoci autoradiografie (Repka et Adler, 1992),
vyvoj monoklonalnich protilatek proti BrdU (Gratzner, 1982) umoznil jeho rychlejsi a presnéjsi
lokalizaci v nové syntetizované DNA (Gratzner, 1975; Gratzner et al., 1982). Imunodetekce
BrdU se postupné stala nejpouzivanéjsi metodou pro detekci replikac¢ni aktivity bunék
a dialezitym nastrojem pro popis bunécné proliferace a bunécného cyklu.

BrdU a rovnéz dalsi halogenové derivaty tymidinu, které jsou inkorporovany do DNA,
jsou ukryté v chromatinové struktufe a nejsou pfistupné pro  reakci  se
specifickymi protilatkami. Proto je nutné pouzit pro jejich odhaleni ve strukture DNA specialni
kroky (napt. Ageno et al., 1969; Sasaki et al., 1988, Li et Darzynkiewicz, 1995; Kennedy et al.,
2000; Dimitrova et Berezney, 2002, Ligasova et al, 2017a, Ligasova et al., 2012). Postupné
bylovyvinuto nékolik zptisobti odhaleni BrdU. Jednou z ¢asto pouzivanych metod je pouziti
silnych kyselin. Ptikladem je Kkyselina chlorovodikovd (2-4 mol1? HCI) (Dimitrova et
Berezney, 2002). Pouziti vysoce koncentrovanych roztokt Kyselin je zpravidla doprovazeno
¢aste¢nou destrukci bunéénych komponent. Navic vede pouziti silnych kyselin k podstatnému
snizeni signalu barviv, které se vazou k bunééné DNA (napt. DAPI, Hoechstovo barvivo nebo
propidium jodid) (Sasaki et al., 1988). Soucasné dochazi napi. k silnému poskozeni dalSich
buné&nych slozek, coz bézné znesnadiuje jejich detekci (Dimitrova et Berezney, 2002).
Zminéné problémy vedly ke snaze o nahrazeni pouziti Kyselin alternativnimi piistupy.

Jeden z nich je zalozen na Stépeni DNA nukledzami. Bud’ se jedné o jednu nukledzu,
nebo o smés ruznych nukledz, které vytvareji kratké jednovldknové tiseky DNA. Tyto useky
pak umoznuji vazbu protilatky k BrdU (Dimitrova et Berezney, 2002). Dalsi alternativu
predstavuje S$tépeni DNA jednomocnymi kationty médi. Tento zpusob je zalozen na
oxidativnim ataku deoxyrib6zy jednomocnymi kationty médi v ptitomnosti kysliku (Ligasova
et al, 2012). Krom¢& toho se pro odhaleni BrdU pouziva naptiklad fotolyza DNA
s inkorporovanym BrdU a detekce indukovanych zlomu (Li et Darzynkiewicz, 1995) nebo malo
koncentrovana HCI (5-40 mmol-1) v kombinaci s exonukleazou III (Ligasova et al., 2017a).
Ve druhém jmenovaném piipadé jsou pro vytvoreni jednofetézcovych tsekit DNA vyuzity
zlomy indukované kyselinou chlorovodikovou a naslednym enzymatickym zvyraznénim téchto
zlomt exonukledzou Ill. Zminény zptusob odhaleni BrdU poskytuje vysoky pomér mezi
signalem a pozadim. Navic oproti vysoce koncentrovanym roztokiim silnych kyselin uchovava
mnohem 1épe bunécné struktury (Ligasova et al., 2017a). Znac¢eni pomoci BrdU je vyuZzivano
nejen pro detekci syntézy jaderné DNA, ale i pro znaceni replikace mtDNA (Lentz et al., 2010;
Ligasova et Koberna, 2018).
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Z dalsich halogen derivata tymidinu jsou vyuzivany IdU (5-iodo-2"-deoxyuridin)
a CldU (5-chloro-2"-deoxyuridin), a to pfedevsim pro dvojité znaceni replikace DNA. | v tomto
ptipad¢ je nutné nejprve nukleosidy odhalit ve struktute DNA. Pro dany ucel jsou pouzivany
stejné metody jako v ptipadé BrdU (Merrick et al., 2004).

Prav¢ nutnost odhaleni inkorporovanych halogen derivat tymidinu je jednou z hlavnich

nevyhod jejich pouziti. Proto byly hledany dal$i zpisoby detekce syntézy DNA.
3.3.3 Detekce syntézy DNA pomoci EdU

Nutnost pouziti specialnich krokii k odhalovani inkorporovanych halogen derivati
v DNA vedla k vyvinuti dal$iho pfistupu detekce nové replikované DNA. Ten je zalozen na
inkorporaci EdU a jeho detekci pomoci Klik reakce (Salic et Mitchinson, 2008). EdU je rovnéz
tymidinovy analog, ktery ma v paté pozici nahrazenou koncovou metylovou skupinu alkynovou
skupinou. EdU je podobné¢ jako BrdU inkorporovano do DNA béhem replikace. Inkorporované
EdU je poté detekovano klik reakci. Jedna se o Cu(l) katalyzovanou cykloadici [3+2], kdy
koncova alkynova skupina reaguje s fluorescenéné znacenym azidem (Tornee et al., 2002).
Tato metoda je velmi senzitivni a je také rychlejsi nez detekce s vyuzitim BrdU, jelikoz
nevyzaduje denaturaci pomoci HCI nebo jiny zptisob odhaleni. Na druhou stranu je EdU pro
buniky vysoce toxické a dlouhd inkubace bun¢k v médiu s EdU vede k jejich smrti (napf.

Kohlmeier et al., 2013, Ligasova et Koberna, 2018).
3.3.4 Detekce syntézy DNA pomoci analogt nukleotidi

Dalsimi zptsoby, které byly a jsou pouzivany pro znaceni syntézy DNA, je znaceni
replikované DNA pomoci analogi nukleotidd. Pro detekci replikace DNA se pouziva naptiklad
biotin-16-deoxyuridin-5"-trifosfat (biotin-dUTP), digoxigenin-11-2"-deoxy-uridin-5’-trifosfat
(digoxigenin-dUTP) nebo nukleotidy pfimo konjugovany s fluorochromy (Kill et al., 1991).
Propustnost bunééné membrany je ale pro tyto molekuly nizka. Proto bylo pro vpraveni
nukleotidit do bunék vyvinuto nékolik technik (McNeil, 1988).

Piikladem je permeabilizace bunék zménou elektrického napéti. Takto indukované
zvyseni permeability membrany umoziuje do¢asnou vyménu molekul mezi médiem a buiikami
(Sale et Hemilton, 1968).

Nukleotidy mohou byt do bun¢k vpraveny rovnéz pomoci pinocytotickych castic
(Steinman et al., 1974, 1976). V jednom z popsanych pfistupti pro pinocytoticky transport
molekul jsou buniky inkubovany v médiu s vysokou koncentraci sachardzy, polyetylenglykolu

a molekul, které maji byt transportovany do buné€k. Objem bunék se vlivem pusobeni
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hypertonického média snizi. Sachardza souCasn¢ vypliiuje pinocytotické c¢astice, které se
vytvareji béhem jejich vystaveni hypertonickému médiu. Nasledné jsou buiiky premistény do
hypotonického média, ¢imz dochéazi k rdstu objemu cytoplazmy a pinocytotosomi se
sachardzou. V disledku nasavani vody do pinocytosomu dochézi k jejich prasknuti a uvolnéni
jejich obsahu do cytosolu. (Okada et Rechsteiner, 1982; Rechsteiner, 1987).

Jinou moznosti je pouziti mikroinjekce, kdy se pomoci sklenéné mikrojehly vnese malé
mnozstvi makromolekul do cytoplazmy (Graessman et al., 1974). Touto metodou mohou byt
do cytoplazmy nebo jadra transportovany makromolekuly témét jakékoliv velikosti
(Graessmann et Graessmann, 1983).

Alternativné je mozné pouzit fuzi liposomu s kultivovanymi bunikami (Poste et al.,
1976). Liposomy jsou mikroskopické struktury, které se skladaji z jedné nebo vice
koncentrickych lipidovych dvouvrstev, které se uzaviraji pred vodnym prosttedim. Liposomy
mohou interagovat s bunikami a mohou byt vyuzity k fazi bunék, k transportu 1€k, enzymu
nebo protinadorovych 1é¢iv do bunék (Pagano et Weinstein, 1978).

Jednoduchym zplsobem transportu makromolekul pfes membranu je pouziti
hypotonickych roztokt. Podstatou je kratké vystaveni bun€k ptisobeni hypotonického prostiedi
s transportovanou molekulou, kdy v disledku nartstu buné¢ného objemu a pravdépodobné
i v disledku indukovaného poskozeni cytoplazmatické membrany dochazi k prichodu molekul
do bun¢k. Uvedena metoda umoziuje transport riznych molekul. Piikladem jsou peptidy,
fosfatazové substraty konjugované s fluorochromy, nabita barviva nukleovych kyselin nebo
rizné (modifikované) nukleotidy (Koberna et al., 1999).

Nedavno byly pro transport nukleotidovych trifosfati (NTP) vyvinuty syntetické
nukleotidové trifosfatové transportéry. Tyto transportéry jsou sloZeny z receptoru, ktery
s trifosfatovym aniontem vytvaii nekovalentni komplex a proteinu, ktery umoznuje pfeneseni
celého komplexu pies plazmatickou membranu. NTP jsou poté z komplexu uvolnény do
vnitiniho prostoru burnky a transportovany do bunécného jadra a jadérka. Transport NTP do
bungk je v fadu sekund az minut. Fluorescencné nebo nefluorescenéné znac¢ené NTP miizou byt

pouzity napiiklad pro metabolické znaceni DNA v zivych bunkach (Zawada et al., 2018).
3.3.5 Ostatni zpiisoby detekce syntézy DNA

Kromé vyse uvedenych metod se pro sledovani replikace DNA pouziva detekce
replikacnich proteinti. Jednim z nich je PCNA, ktery se ucastni replikace a oprav DNA. Zvysené
hodnoty PCNA mohou byt nicméné zptisobeny i ristovymi faktory nebo poskozenim DNA (de
Oliveira et al., 2008). Jako dalsi marker bunééné proliferace je nékdy pouzivan i protein Ki-67.
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Tento protein je exprimovan béhem pozdni G1, S, G2 a M faze, ale napiiklad bunky, které se
nachazeji v GO fazi, ho postradaji (Ihmann et al., 2004). Ki-67 tedy neni specifickym proteinem
pro replikujicich bunky, nicméné je ¢asto pouzivan napiiklad v klinické diagnostice (Li et al.,
2014).

Zpusobem, kterym lze monitorovat faze bunééného cyklu v zivych bunkach je pouziti
bunécné linie s fluorescenénimi sondami, naptiklad FUCCI. FUCCI sondy vyuzivaji vlastnost
dvou proteinti Gcastnicich se licencovani, kdy je jejich mnozZstvi v butikach zavislé na konkrétni
fazi bunéc¢ného cyklu. Jedna se o protein Cdtl a geminin (Yoshida et al., 2004). V piipadé Cdtl
je k jeho fragmentu ptipojen Kusabira-Orange 2 fluorescen¢ni protein (Kaida et Miura, 2012).
Tato sonda slouzi k indikaci bun¢k v G1 fazi a vychazi z toho, ze mnozstvi Cdtl je nejvyssi
v G1 fazi a jeho mnozstvi postupné klesa od pocatku S faze (Nishitani et al., 2004).
K fragmentu proteinu gemininu je naopak piipojen fluorescenéni protein Azami-Green 1, ktery
umoznuje sledovat builky v S, G2 a M fazi. V pfipad¢ gemininu je jeho nejvyssi mnozstvi
béhem S a G2 faze a v prubéhu mitézy dochazi k jeho postupné degradaci (McGarry et
Kirschner, 1998). V prub&hu cyklu je proto mozné sledovat ¢ervené znacené buiiky v G1 fazi,
oranzové buriky, které jsou na rozhrani G1 a S faze a zelené buniky v S, G2 a M fazi (Sakaue-

Sawano et al., 2008).

3.4 Nejcastéjsi zpusoby analyzy molekul pouzivanych pro detekci replikace
DNA

K analyze molekul pouzivanych pro detekci replikace DNA jsou pouzivany rizné
zpusoby. Jednim z nich je svételna mikroskopie, zejména fluorescen¢ni mikroskopie (viz
podkapitola 3.4.1) vyuzivajici fluorescenéni barviva. Specialni formou detekce a vizualizace je
imunofluorescenéni mikroskopie. Ta vyuziva reakci protilatek s antigeny, pficemz je bud’
piimo protilatka proti sledovanému antigenu, nebo druha protilatka namifena proti prvni
znacena fluorescencni znackou (Rost, 1999). Druhym S$iroce pouzivanym zptusobem detekce

markera DNA replikace je prutokova cytometrie (viz podkapitola 3.4.2).
3.4.1 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie se vyuziva pro pozorovani fluorescence latek. Je to jev, pii
kterém molekuly né€kterych latek absorbuji svételné zateni urcité vinové délky a Cast energie
ve velmi kratkém Case opét vyzaii v podobé svétla 0 delsi vinové délce, tj. s nizsi energii a jinou
barvou. Tento posun ve vinové délce se nazyva Stokestv posun (Albani, 2004). Latky, které po

ozéfeni svétlem urcit¢ vlnové délky vyzatuji svétlo delS$i vlnové délky, se nazyvaji
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fluorochromy. Piikladem jsou fluorescencni barviva. Pfirozen¢ mohou fluoreskovat proteiny
obsahujici veétsi mnozstvi aromatickych aminokyselin jako je napf. tryptofan, tyrozin nebo

fenylalanin (Teale et Weber, 1957).
3.4.1.1 Fluorescenéni barviva

Pro fluorescen¢ni mikroskopii jsou pouzivana fluorescenéni barviva, ktera se specificky
vazou na uréitou skupinu v daném preparatu, nebo barviva, ktera jsou konjugovana se
specifickou protilatkou (Lichtman et Conchello, 2005). Fluorescen¢ni mikroskopy separuji
emitované svétlo od excitovaného svétla pomoci optickych filtri. Excitaéni filtr vymezuje
rozsah vlnovych délek pouzitych pro excitaci a emisni filtr umoznuje vyclenit ¢ast spektra
zahrnujici pozadovany signal. Kombinaci téchto filtrti je dosazeno minimalizace signalu pozadi
(Coling et Kachar, 2001). Fluorochromy, ¢asto ve spojeni s dal§imi molekulami, umoziuji
zobrazeni procest a bunéénych slozek, které by jinak nebyly viditelné. Pouzivaji se naptiklad
k identifikaci rtznych bunéénych populaci, bunéénych povrchovych receptort,
vnitrobunéénych organel, detekci nukleovych kyselin nebo pro detekci replikovanych usekt
DNA (Mullins et al., 2009).

Mezi ¢asto pouzivané fluorochromy patii fluorescein isothiokyanat (FITC), rhodamin,
Texas Red (Titus et al., 1982) nebo fykoerythrin (Oi et al., 1982). Mezi novéjsi pak patii
fluorochromové rodiny, naptiklad z fady Alexa (Panchuk-Voloshina et al., 1999).

Dalsi skupinou Siroce pouzivanych fluorochroma jsou molekuly, které se vazou k DNA
a umoziuji tim vizualizaci jaderného chromatinu. Jedna se napt. o Hoechst barviva a DAPI,
které se vazou do malého zlabku DNA v oblastech bohatych na A:T pary (Chazotte, 2011),
etidium bromid (Seonghyun et al., 2016), propidium jodid (Lehtinen et al., 2004) nebo

akridinovou oranz, ktera se vaze mezi pary bazi v molekule DNA (Geacintov et al., 1981).
3.4.1.2 Imunofluorescence jako nastroj pro detekci replikace DNA

Rada z metod pouzivanych pro detekci replikace DNA je zalozena na interakci
protilatky s antigenem, kterym je v tomto pfipad¢ modifikovany nukleosid/nukleotid (Sano et
al., 1992).

Protilatky neboli imunoglobuliny jsou glykoproteiny, které jsou soucasti imunitniho
systému a rozpoznavaji makromolekularni agens, jsou oznacovany jako antigeny (Litman et
al., 1993). Oblast protilatky, ktera reaguje s antigenem, se nazyva paratop a oblast antigenu,
ktera reaguje s protilatkou, se nazyva epitop nebo antigenni determinant. Mezi vazebnymi

misty protilatky a determinantnimi skupinami antigenu vznika specificka vazba a vznikaji tzv.
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imunokomplexy. Intenzita reakce mezi protilatkou a antigenem je vyjadiena afinitou protilatky
(Manz et al., 2004). Vazebné misto protilatky je vytvafeno variabilnimi doménami lehkého
a tézkého fetézce (Schroeder et Cavacini, 2010).

Existuji dva zpisoby imunodetekce, a to piimé a nepiimd. U piimé imunodetekce se
jedna o jednokrokovy proces, kdy je protilatka kovalentné vazana k jednoduse detekovatelné
znacené molekule, kterou mize byt napiiklad fluorescencni barvivo nebo i enzym (Hierck et
al., 1994). U neptimé imunodetekce se nejdiive neznacena primarni protilatka vaze k antigenu
(napt. BrdU) a nasledné se k primarni protilatce vaze sekundarni protilatka. Sekundarni
protilatka mize byt oznaCena navazanym fluorochromem, enzymem nebo jinou molekulou
(Bower et Chantler, 1991). Vyhodou nepiimé imunodetekce je zpravidla vyssi signal (Abcam,
2021) a fakt, ze neni nutné provadét konjugaci fluorochromu pro kazdou pouzitou protilatku

(Goding, 1996).
3.4.2 Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie je cCasto pouzivanym zpusobem analyzy bunétného cyklu
a replikace DNA. Kromé¢ toho tato metoda umoziuje sledovat i dalsi optické ¢i fluorescenéni
charakteristiky bun¢k ¢&i jejich komponent v roztoku. Zakladnim principem pritokové
cytometrie je rozptyl svétla a fluorescencni emise, pricemz rozptyl svétla je pfimo spojen se
strukturnimi a morfologickymi vlastnostmi bunék a fluorescencni emise pochazejici
z detek¢nich prob je umérnd mnozstvi této proby navazané na buiice nebo bunééné komponenté
(Adan et al., 2016).

Pro analyzu je nezbytné, aby buiky byly ve formé suspenze. V pribéhu méteni bunky
prochézeji stfedem laserového paprsku. Soucasné se méii optické vlastnosti kazdé burky.
Vyznamnou roli v priitokové cytometrii hraje tzv. hydrodynamické fokusace, kterd zajiStuje
separaci jednotlivych ¢astic v pribéhu méteni (Lee et al., 2001). Prutokové cytometry, které se
vyznacuji schopnosti tfidit fluorescenéné znacené bunky z heterogenni smési bunék do dvou
nebo vice naddob na zakladé specifickych charakteristik kazdé bunky, se béZzn¢ oznacuji jako
FACS (Fluorescent Activated Cell Sorting) (Herzenberg et al., 1976). Pomoci prutokové
cytometrie je mozné ziskat informace o parametrech bunécného cyklu, obsahu DNA, replikaci
DNA ¢i délce jednotlivych fazi bunééného cyklu. (Skarstad et al., 1995).

Pro sledovani replikace DNA se velice ¢asto pouziva znaceni bunék pomoci BrdU
a protilatek anebo pomoci EdU. Nasledné se zméti signal u BrdU nebo EdU inkorporovaného
béhem replikace DNA (Gratzner, 1982; Salic et Mitchison, 2008). Jinou moznosti je detekce

inkorporovaného BrdU ,,zhasenim® fluorescence naptiklad Hoechstova barviva 33258 (Latt et
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al., 1975). V tomto ptipadé se vyuziva skutec¢nost, ze po inkorporaci BrdU do DNA dochazi ke
»zhasnuti“ fluorescence generované barvivem Hoechst 33258. V ptipad¢ bunék, které jsou
mimo S fazi, k tomuto zhaSeni nedochazi. Proto je mozné rozlisSit bunky na ty, které replikuji,
a tudiz obsahuji BrdU, a na bunky, které nereplikuji a BrdU neobsahuji. Méfeni je zalozeno na

rozdilech intenzity fluorescence (Mozdziak et al., 2000).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

V experimentech byly pouzity tyto bun&éné linie: HeLa (dar od Dr. Stafika z UMG AV
CR v.v.i.), NCI-H2009 (dar od doc. Hajdticha, UMTM LF UP), HeLa.S-FUCCI2 (HeLa Fucci,
dar od Dr. Mistrika, UMTM LF UP), BJ (dar od doc. Hajdticha, UMTM LF UP), IMR-90
(ATCC® CCL-186™) a MRC-5 (dar od doc. Hajdicha, UMTM LF UP). HelLa buiiky
pochazeji z nadorové bunécéné linie odvozené z rakovinnych bunék délozniho cipku.
NCI-H2009 bunécna linie je nddorového piivodu izolovana z karcinomu plic. Bunécna linie
HelLa.S-FUCCI2 je odvozena od HeLa linie a obsahuje tzv. FUCCI konstrukt. Tento konstrukt
umoznuje monitorovani bunééného cyklu v zivych bunkach. Principem je zavislost mnozstvi
replikacnich faktord Cdtl a gemininu na fazi bunééného cyklu. Cdtl je protein dilezity pro
licencovani replika¢nich pocatki a jeho mnozstvi je vysoké v Gl fazi, kdy dochazi
k licencovani téchto mist. Je proto vyuzivan jako indikator faze G1 (Sakaue-Sawano et al.,
2008). K casti Cdt1 je ptipojen fluorescenéni protein Kusabira-Orange 2 a bunky v G1 fazi jsou
zbarveny Cervené (Karasawa et al., 2004). V S a G2 fazi je tento protein postupné degradovan.
Naproti tomu, geminin inhibuje aktivitu Cdtl proteinu a v konstruktu slouZzi k identifikaci S,
G2 a M faze. K fragmentu gemininu je ptipojeny fluorescenéni protein Azami-Green 1 av S,
G2 a M fazi jsou bunky zbarveny zelen¢ (Karasawa, et al., 2003). Na rozmezi Gla S faze
je mozné pozorovat zluté buiiky. Diivodem je fakt, Ze v této Casti bunécného cyklu se snizuje
mnozstvi proteinu Cdtl a zvySuje se mnozstvi gemininu (Zielke et Edgar, 2015).

DalSimi pouzitymi bunéénymi liniemi byly diploidni fibroblasty. BJ buné&cné linie
pochazi z ktize predkozky, MRC-5 a IMR-90 jsou buiiky izolované z plicni tkan€.

Bunééné linie HelLa, NCI-H2009 a HelLa Fucci byly kultivovany v Dulbecové
modifikovaném Eaglové médiu (D-MEM), ke kterému bylo piidano 10% fetalni bovinni sérum
(FBS), 7,5% NaHCOs a gentamicin (80 mg-ml™). Bun&ené linie BJ, IMR-90 a MRC-5 byly
kultivovany v Eaglové minimalnim esencidlnim médiu (E-MEM), ke kterému bylo ptfidano
20% FBS, NaHCOs, pyruvat sodny a gentamicin (80 mg-ml™). P¥i kultivaci bunék byla
kultivacni média odsata z kultiva¢ni nadoby a bunky byly opatrn¢ oplachnuty sterilnim pufrem
(1x PBS, solny fosfatovy pufr). Pufr byl odstranén a k bunkdm byl pfidan 0,05% roztok
Trypsin-EDTA (pfidané mnozstvi se odvijelo od pouzité kultivaéni nadoby: 0,5 ml nebo 1 ml
nebo 2 ml/25 nebo 75 nebo 150 cm? kultivaéni plochy). Poté, co se buiiky oddélily od dna

kultiva¢nich nadob, byl roztok neutralizovan pfidanim kultiva¢niho média s FBS (pfidané
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mnozstvi se odvijelo od pouzité kultivacni nadoby: 4,5 ml nebo 9 ml nebo 18 ml/25 nebo 75
nebo 150 cm? kultivaéni plochy). Bun&na suspenze byla opatrné rozmichana. Nasledné bylo
alikvotni mnozstvi bunécné suspenze pridano do nové kultivaéni nadoby s médiem a buiiky

byly inkubovany v inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5% COz.
4.2 Pouzité chemikalie a roztoky
4.2.1 Pouzité chemikalie

e 5-bromo-2’'-deoxyuridin (BrdU) (Carbosynth, kat. ¢. NB06315)

e 5-etynyl-2"-deoxyuridin (EdU) (Carbosynth, kat. ¢. NE08701)

e Biotin-16-deoxyuridin-5-trifosfat (biotin-16-dUTP) (1 mM roztok; Carbosynth,
kat. ¢. NB320581501)

e Etanol (absolutni, >99,8%) (VWR, Kat. ¢&. 20821.321)

e Paraformaldehyd (Merck, kat. ¢. 818715)

e CaCl2 (Lach Ner, kat. ¢. 30974)

e Glycin (Sigma Aldrich, kat. ¢. G8898)

e Trizma base (Sigma Aldrich, kat. ¢. T6066)

e Askorbat sodny (Sigma Aldrich, kat. ¢. 11140)

e NaCl (Sigma Aldrich, kat. ¢. S9888)

o KCI (Serva, kat. ¢. 26868)

e Triton X-100 (Sigma Aldrich, kat. ¢. X100)

e HCI (35%) (Lach Ner, kat. &. 10033-A35)

e Hepes (Sigma Aldrich, kat. ¢., H4034)

e Na2HPO4 (Sigma Aldrich, kat. ¢. 71649)

e NaOH (Sigma Aldrich, kat. ¢. 06203)

e KH2PO4 (Sigma Aldrich, kat. ¢. P5655)

e CuS0a4.5H20 (Sigma Aldrich, kat. ¢. 209198)

e Hydrochinon (Sigma Aldrich, kat. ¢. H9003)

e MgCl2 (Sigma Aldrich, kat. ¢. M8266)

e DMSO (Sigma Aldrich, kat. ¢. 34943)

e 5-FAM konjugovany s azidem (Lumiprobe, kat. ¢. E4130)

e Alexa Fluor 647 konjugovana s azidem (Invitrogen, kat. ¢. A10277)

e Primarni protilatka proti BrdU, klon Bu20a (Exbio, kat. ¢. 11-682-C100)
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Primarni protilatka proti biotinu (Abcam, kat. ¢. Ab53494)

DNaza | (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. EN0525)

Exonukleaza Il (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. EN0191)

Sekundarni protilatka proti mysi konjugovana s AlexaFluor 488 (Jackson
ImmunoResearch, kat. ¢. 115-545-146)

Sekundarni protilatka proti kralikovi konjugovana s AlexaFluor 488
(JacksonImmunoResearch, kat. ¢. 111-545-144)

Sekundarni protilatka proti mysi konjugovana s DyLight 649 (Jackson
ImmunoResearch, kat. ¢. 715-495-151)

Sekundarni protilatka proti kralikovi konjugovana s DyLight 649 (Jackson
ImmunoResearch, kat. ¢. 715-655-144)

DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol) (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. D3571)
DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane) (Sigma Aldrich, kat. ¢. 055K3447)
Glycerol (Sigma Aldrich, kat. ¢. G7893)

4.2.2 Pouzité roztoky a jejich priprava

Piiprava roztoku 2% formaldehydu v 1x PBS: Do kadinky bylo odméteno ptiblizné
250 ml deionizované vody a bylo k ni pfidano 10 g paraformaldehydu. Nésledn¢ byla
kadinka umisténa na varnou plotynku do digestote. Jakmile byl roztok formaldehydu
zahiaty ptiblizné na 60 °C, bylo k nému piiddno piiblizné 8 kapek 1 mol-1* NaOH.
K vychlazenému formaldehydu bylo ptidano 50 ml pufru 10x PBS a nasledné byl roztok
doplnén deionizovanou vodou na pozadovany objem 500 ml. Roztok byl promichan
a uchovén pti -20 °C.

Piiprava 0,2% formaldehydu v 1x PBS: K9 ml 1x PBS byl pfidin 1 ml
2% formaldehydu a roztok byl promichan. Roztok byl pfipraven tésné pted pouzitim.
Piiprava 0,2% Tritonu X-100 v 1x PBS: Do falkony bylo odméfeno 49,9 ml 1x PBS
a nasledné k nému bylo ptidano 100 pl 100% Tritonu X-100. Roztok byl umistén na
vortex a byl zde ponechan do uplného rozpusténi Tritonu X-100. Roztok byl ptipraven
tésné pred pouZitim.

Ptiprava 70% etanolu: K 149,3 ml deionizované vody bylo ptidano 350,7 ml 99,8%
etanolu a roztok byl promichan. Ptipraveny roztok etanolu byl uchovan pti -20 °C.
Piiprava 10 mmol-1* BrdU: 10 mg BrdU bylo rozpusténo v 3,26 ml deionizované vody.

Roztok byl promichan, rozpipetovan a uchovan pii -20 °C.
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Piiprava 10 mmol-1"* EdU: 10 mg EdU bylo rozpusténo v 3,97 ml DMSO. Roztok byl
promichan, rozpipetovan a uchovan pti -20 °C.

Piiprava 0,2 mmol-1? biotin-16-dUTP v 1x KHB pufru: 4 ul 1 mM biotin-16-dUTP
a2 ul 10x KHB pufru bylo ptidano k 19,4 ul deionizované vody a roztok byl promichan.
Roztok byl piipraven té€sné pied pouzitim.

Piiprava 1 mmol-1 DAPI: 10 mg DAPI bylo rozpuiténo v 21,86 ml deionizované vody.
Roztok byl promichan, rozpipetovan a uchovan pii -20 °C.

Piiprava 1 mmol-1? Alexa Fluor 647 azidu: 0,5 mg Alexa Fluor 647 azidu bylo
rozpusténo v 58,8 ul DMSO. Roztok byl promichan a uchovan pii -20 °C.

Piiprava 4 N HCI: K 129,11 ml deionizované vody bylo opatrné piidano 70,89 ml 35%
HCI (p = 1,18 g-em™®). Roztok byl promichan a uchovan pfi 4 °C.

Ptiprava 2 N HCI: K 5 ml deionizované vody bylo ptidano 5 ml 4 N HCI. Roztok byl
promichan a uchovan pfti 4 °C.

Piiprava 20 mmol-1"? HCI v 150 mmol-1! NaCl a 3 mmol-1? KCI: K 9,95 ml roztoku
150 mmol-1"t NaCl a 3 mmol 1t KCI bylo piidano 50 ul 4 N HCI. Roztok byl promichan
a uchovan pfi 4 °C.

Piiprava 150 mmol-1! NaCl a 3 mmol-1? KCI: K 423,5 ml deionizované vody bylo
pfidano 75 ml 1 mol-1"t NaCl a 1,5 ml 1 mol- KCI. Roztok byl promichan a uchovan
pii 4 °C.

Piiprava 1 mol-I" NaCl: K 800 ml deionizované vody bylo piidano 58,44 g NaCl. NaCl
byl rozpustén a poté byl roztok doplnén deionizovanou vodou na objem 1 I. Roztok byl
promichéan a uchovéan pti 4 °C.

Piiprava 1 mol-1't KCI: K 800 ml deionizované vody bylo ptidano 74,55 g KCI. KCl byl
rozpustén a poté byl roztok doplnén deionizovanou vodou na objem 1 1. Roztok byl
promichén a uchovan pti 4 °C.

Piiprava 1 mol-1™ Hepes: 47,66 g Hepes bylo rozpusténo ve 150 ml deionizované vody
a roztok byl promichan. Nasledn& bylo upraveno pH pomoci 1 mol-I* NaOH na 7,4.
Poté byl roztok doplnén na 200 ml a uchovan pti 4 °C.

Piiprava 10x KHB: K 300 ml deionizované vody bylo piidiano 150 ml 1 mol-1* KCI
a 50 ml 1 mol-1"* Hepes, pH 7,4. Roztok byl promichén, rozpipetovan a uchovén pfi
-20 °C.

Ptiprava 1x KHB: K 9 ml deionizované vody byl pfiddn 1 ml 10x KHB. Roztok byl

promichan. Roztok byl ptipraven té€sné pred pouzitim.
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Ptiprava 10x PBS: Ve 400 ml deionizované vody bylo rozpusténo 40 g NaCl, 7,1 g
NazHPO4, 1 g KCl a 1,22 g KH2POs, pH bylo upraveno na 7,4 pomoci 1 mol-1 NaOH
a roztok byl doplnén deionizovanou vodou na 500 ml. Roztok byl sterilizovan
Vv autoklavu. Pfipraveny roztok byl uchovan pti 4 °C.

Ptiprava 1x PBS: K 900 ml deionizované vody bylo pfidano 100 ml 10x PBS. Roztok
byl promichan a uchovan pti 4 °C.

Ptiprava 10x pufru pro exonukleazu III: K 16,67 ml deionizované vody bylo piiddno
33 ml 1 mol-I? Tris-HCI, pH 8 a 330 ul 1 mol1? MgClz. Roztok byl promichan,
rozpipetovan a uchovan pti -20 °C.

Piiprava 1 mol-1* Tris-HCI, pH 8: K 80 ml deionizované vody bylo piiddno 12,11 g
Trizma base. Nasledné bylo pomoci 1 mol-1"* HCI upraveno pH na 8. Objem byl doplnén
deionizovanou vodou na 100 ml. Roztok byl promichan a uchovan pti 4 °C.

1 mol-1"t MgCl2: K 80 ml deionizované vody bylo pfidano 9,52 g MgClz. Roztok byl
promichan a doplnén deionizovanou vodou na 100 ml. Roztok byl rozpipetovan
a uchovan pfi -20 °C.

Piiprava 1 mol-1" CaClz: 1,1 g CaClz bylo rozpusténo v 8 ml deionizované vody. Roztok
byl promichan, doplnén do 10 ml a uchovan pii -20 °C.

Piiprava 1 mmol-1? CaClz: K 9,99 ml deionizované vody bylo ptidano 10 pl 1 mol-1™
CaClz. Roztok byl promichan a uchovan pii -20 °C.

Ptiprava 1 mol-1"* Tris-HCI, pH 7,5: K 80 ml deionizované vody bylo ptidano 12,11 g
Trizma base. Nasledné bylo pomoci 1 mol-1" HCI upraveno pH na 7,5. Objem byl
doplnén deionizovanou vodou na 100 ml. Roztok byl promichan a uchovan pii 4 °C.
Piiprava 25 mmol-1" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmolI* NaCl: K 480,9 ml deionizované
H20 bylo piidano 12,5 ml 1 mol-1* roztoku Tris-HCI, pH 7,5 a 75 ml 1 mol-1* NaCl.
Roztok byl promichéan a uchovan pti 4 °C.

Piiprava 100 mmol-1" Tris, pH 7,5: K 45 ml deionizované vody bylo ptidano 5 ml
1 mol-1" Tris-HCI, pH 7,5. Roztok byl promichan a uchovén pti 4 °C.

Piiprava 10 mmol-1? 5-FAM-azidu: 5 mg 5-FAM azidu bylo rozpusténo v 1,1 ml
DMSO. Roztok byl promichén, rozpipetovan a uchovan pti -20 °C.

Klikaci smés pro detekci EdU: K 187,8 ul deionizované vody byly piidany 2 ul
200 mmol-I* CuS04.5H20, 0,2 ul 10 mmol1?* 5-FAM-azidu a 10 pl 200 mmol 1™
hydrochinonu. Pfipravena smés byla promichdna. Smés byla pfipravena tésné pied

pouzitim.
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Piiprava 200 mmol-1" hydrochinonu: K 400 ml deionizované vody bylo p¥idano
11,01 g hydrochinonu. Roztok byl promichan, rozpipetovan do 2ml zkumavek
a uchovan na -20 °C.

Ptiprava 1 mol-I CuS04.5H20: K 800 ml deionizované vody bylo pfiddno 249,7 g
CuS04.5H20. Po rozmichani byl roztok doplnén deionizovanou vodou na objem
1000 ml. Nésledn¢ byl roztok promichan a uchovan pti 4 °C.

P¥iprava 200 mmol-1"* CuSO4.5H20: K 400 ml deionizované vody bylo p¥idano 100 ml
1 mol-I"! CuS04.5H20. Roztok byl promichan a uchovan pii 4 °C.

P¥iprava 8 mmol-I" CuSO4.5H20 a 200 mmol-1"tNaCl: K 76 ml deionizované vody byly
pridany 4 ml 200 mmol-1"* CuSO4.5H20 a 20 ml 1 mol1* NaCl. Roztok byl promichén
a uchovan pfi 4 °C.

Ptiprava 1 mol-I? askorbatu sodného: K 40 ml deionizované vody bylo piiddno 9,9 g
askorbatu sodného. Roztok byl promichan, doplnén na 50 ml a uchovan pii -20 °C.
Ptiprava 1 mol-1"? glycinu: K 40 ml deionizované vody bylo pfiddno 3,75 g glycinu.
Roztok byl promichan, doplnén na 50 ml a uchovan pii -20 °C.

P¥iprava 20 mmol-1* askorbatu sodného s 40 mmol-I* glycinem: K 9,4 ml deionizované
vody bylo ptiddno 200 ul 1 mol-1'* askorbatu sodného a 400 ul 1 mol-1* glycinu. Roztok
byl promichan a uchovan pii -20 °C.

P¥iprava montovaciho média (2,5% DABCO, 90% glycerol, 50 mmol-1?* Tris-HClI,
pH 8): 625 mg DABCA bylo rozmichano v 22,5 ml 100% glycerolu. Nasledné bylo
pfidano 1,25 ml deionizované vody a roztok byl michan dv€ hodiny na pokojové
teploté. Nasledné bylo pfidano 1,25 ml 1 mol1? Tris-HCI, pH 8, roztok byl
promichan a centrifugovan. Roztok byl rozpipetovan do 1,5 ml zkumavek. Jedna

zkumavka byla ponechana na pokojové teploté a zbytek byl uchovan pti -20 °C.

4.2.3 Roztoky pro pripravu primarnich a sekundarnich protilatek a DAPI

Roztok primarni protilatky pro enzymatické odhaleni BrdU ve strukture DNA
pomoci DNazy I a exonukleazy 111

A) Vzorky fixované formaldehydem: K 54,81 pl deionizované vody bylo pfidano 7 pul
10x pufru pro exonukledzu III, 0,14 pl exonukledzy III (fedéni a koncentrace enzymi
viz tabulka ¢. 2), 0,7 ul DNazy | (fedéni a koncentrace enzymd viz tabulka ¢. 2), 7 pl
1 mmol-I"* CaCl2 (koneéna koncentrace = 0,1 mmol-1?) a 0,35 pl primarni protilatky

(fedéni a koncentrace viz tabulka ¢. 3).
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B) Vzorky fixované etanolem: K 55,16 pl deionizované vody bylo ptidano 7 pl
10x pufru pro exonukleazu III, 0,14 ul exonukleazy III (fedéni a koncentrace enzymi
viz tabulka €. 2), 0,35 ul DNazy I (fedéni a koncentrace enzymu viz tabulka €. 2), 7 pl
1 mmolI* CaCl2 (koneéna koncentrace = 0,1 mmol1? a 0,35 pl primarni protilatky
(fedéni a koncentrace enzymu viz tabulka ¢. 3).

e Roztok primarni protilitky pro odhaleni inkorporovaného BrdU ve strukture
DNA pomoci nizké koncentrace HCI a exonukleazy III nebo pomoci jednomocné
médi
K 62,51 pl deionizované vody bylo ptidano 7 pl 10x pufru pro exonukleazu 11, 0,14 pl
exonukleazy III (fedéni a koncentrace enzymu viz tabulka ¢. 2) a 0,35 pl primarni
protilatky (fedéni a koncentrace viz tabulka ¢. 3).

e Roztok primarni protilatky pro odhaleni inkorporovaného BrdU pomoci 4 N nebo
2N HCI
K 69,65 pl 25 mmol-1? Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1"t NaCl bylo ptiddno 0,35 pl
primarni protilatky proti BrdU (fedéni a koncentrace viz tabulka ¢. 3).

e Roztok primarni protilatky pro odhaleni inkorporovaného biotin-16-dUTP
K 69,3 ul 1x PBS bylo ptidano 0,7 pl primarni protilatky proti biotinu (fedéni

a koncentrace viz tabulka ¢. 3).

Tabulka & 2: Redéni a koncentrace enzymi

. Koncentrace Konecna
Enzym Redéni
zasobniho roztoku koncentrace
Exonukleaza 11 1:500 200 U/ul 0,4 U/ul
DNéza | pro bunky
1:200 1 U/mi 50/l
fixované v etanolu
DNaza | pro bunky
fixované ve 1:100 1U/pul 10 U/ul
formaldehydu
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Tabulka €. 3: Pouzita fedéni primarnich protilatek

] . Koncentrace Konecna
Primarni protilatka proti Redéni
zasobniho roztoku koncentrace
BrdU, klon Bu20a, produkovéan
) 1:200 1 mg'ml? 5 ug-ml?
v mysSi
Biotin-16-dUTP, produkovan v
1:100 1 mg-ml™ 10 pg-ml?
kralikovi

Roztok sekundarni protilatky proti mysi

K 294 ul 25 mmol-1? Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1"* NaCl byly ptidany 3 pl anti-mysi
protilatky konjugované s fluorochromem Alexa Fluor 488 nebo DyLight 649 (fedéni
a koncentrace viz tabulka ¢. 4) a 3 pl 1 mmol-1" DAPI (fedéni a koncentrace viz tabulka
. 4).

Roztok sekundarni protilatky proti kralikovi

K 68,6 ul 25 mmol-1* Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1"! bylo ptidano 0,7 ul sekundarni
protilatky konjugované s fluorochromem Alexa Fluor 488 nebo DyLight 649 (fedéni
a koncentrace viz tabulka ¢. 4) a 0,7 ul 1 mmol-1"t DAPI (fedéni a koncentrace viz
tabulka ¢. 4).

Roztok DAPI

K 69,3 pl 25 mmol-1* Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1? bylo pfiddno 0,7 pl 1 mmol-1*

DAPI (fedéni a koncentrace viz tabulka ¢. 4).

Tabulka €. 4: Pouzita fedéni sekundarnich protilatek a DAPI

. Koncentrace Konecna
Sekundarni protilatka Redéni
zasobniho roztoku koncentrace
Anti-mysi protilatka
konjugovana s Alexa 1:100 1,5 mg'ml? 15 pg-ml?
Fluor 488

Anti-kraliéi protilatka
konjugovana s Alexa 1:100 1,5 mg'ml? 15 pg-ml?

Fluor 488
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Pokra¢ovani Tabulky ¢&. 4

Anti-mysi protilatka

konjugovana s DyL.ight 1:100
649
Anti-krali¢i protilatka
konjugovana s DyLight 1:100
649
DAPI 1:100

1,5 mg-ml?

15 mgml'1

1 mmol-ml*

15 pg'ml?

15 pg-ml™?

10 pmol-ml*?

4.3 Seznam pouzitych pristroji

e Vortex (Ika)

e Thermomixer (Eppendorf)

e Mikrovlnna trouba (Zanussi)
e Lednice (Liebherr)

e Analytické vahy (Kern)

e Michacka (P-Lab)

e Vortex (P-Lab)

e Fluorescenc¢ni mikrospkop Olympus 1X83 (Olympus)

4.4 Seznam pouzitych pomiucek

e Pipety (Gilson)

e Minutky (Roth)

o Spicky (Gilson)

e Podlozni skla (Marienfeld)
e Kryci skla (Marienfeld)

e Filtracni papir (Whatman)
e Parafilm (Bemis)

e Pinzeta (Dumont)

e Petriho misky (Corning)
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4.5 Pouzité experimentalni postupy
4.5.1 Inkubace bunék s nukleosidy a nukleotidy

Bunky byly kultivovany na kruhovych sklech o priméru 12 mm v Petriho misce
Vv kultiva¢nim médiu. Druhy den byl k buitkkam ptidan modifikovany nukleosid, a to bud’ BrdU
nebo EdU, oba dva v kone¢né koncentraci 10 pmol1. Buiiky byly inkubovany v CO:
inkubatoru piti 5% COz2 a teploté 37 °C po dobu 30 minut.

Pro hypotonické vpraveni biotin-16-dUTP do bun¢k byla pouzita metoda hypotonie dle
Koberna a kolektiv (Chromosoma, 1999). Byl pfipraven sterilni hypotonicky pufr — 1x KHB,
ktery byl vytemperovan na 37 °C. Kultivacni médium bylo rovnéz vytemperovano na 37 °C.
Déle byl pfipraven hypotonicky roztok slozeny z 1x KHB a 0,2 mmol1? biotin-16-dUTP.
Hypotonické vpraveni bylo provedeno v laminarnim boxu za sterilnich podminek. Petriho
misky s butikami na sklech byly pteneseny z CO2 inkubatoru do laminarniho boxu a byly rychle
oplachnuty pfipravenym pufrem 1x KHB. Postupné byla skla s buiikami vyndana pomoci
pinzety z Petriho misky, pufr byl odsat filtraénim papirem a skla s buitkami smérujicimi nahoru
byla polozena do pfipravené nové sterilni Petriho misky. Takto pfipravena skla byla
prevrstvena 20 pl pfipraveného hypotonického roztoku. Buiiky byly inkubovéany v inkubétoru
10 minut. Nasledn¢ byly buiiky pieneseny do laminarniho boxu, kde k nim bylo opatrné ptidano

kultivaéni médium. Buriky byly nasledn¢ inkubovany Vv inkubatoru dalsich 30 minut.
4.5.2 Fixace a permeabilizace bunék

Bunky byly fixovany dvéma zpisoby: a) 70% etanolem; b) 2% formaldehydem.

a) Z Petriho misky bylo vylito médium a buriky byly tfikrat promyty pufrem 1x PBS.
Nasledné byl k bunkam ptidan 70% etanol a burniky byly inkubovany 60 minut na teploté
-20 °C.

b) Kultivaéni médium bylo z Petriho misky vylito a bunky byly tfikrat promyty pufrem
Ix PBS. Nasledné¢ byly buiiky inkubovany v 2% formaldehydu po dobu 10 minut pfi
pokojové teploté. Po inkubaci byly bunky tfikrat promyty pufrem 1x PBS a nésledné byly
permeabilizovany v 0,2% Tritonu X-100 v 1x PBS.
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4.5.3 Detekce inkorporovanych nukleosidi a nukleotidii

4.5.3.1 Enzymatické odhaleni inkorporovaného BrdU ve struktufe DNA pomoci DNazy |

a exonukleazy Il

Thermomixer byl nastavena na 37 °C. Dale byla pfipravena vlhka komurka, do které
byl umistén parafilm a na néj bylo naneseno 30 pl roztoku primarni protilatky. Fixované
a permeabilizované bunky (viz podkapitola 4.5.2) byly tfikrat promyty 1x pufrem pro
exonukleazu III a pfeneseny na pfipravenou kapku primarni protilatky (viz podkapitola 4.2.3).
Vlhka komurka byla umisténa do predehiaté ttepacky Thermomixer a byla zde inkubovana po
dobu 30 minut. Po inkubaci byla skla pfemisténa na kapky 1x PBS. Na nich byla 3x rychle
promyta a prenesena na kapku 0,2% formaldehydu, kde byla inkubovana 10 minut. Nésledné
byla skla pfemisténa na kapku 25 mmol-1? Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1"* NaCl a zde byla
inkubovéana 5 minut. Tento krok byl jesté dvakrat zopakovan. Po promyti byla skla s buitkami
pfenesena na pripravené smési sekundarni protilatky a DAPI (viz podkapitola 4.2.3). Skla zde
byla inkubovana po dobu 30 minut. Po inkubaci byly bunky na sklech premistény na kapku
25 mmol-1* Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1™ NaCl a zde byly inkubovany po dobu 5 minut.
Tento krok byl jest¢ dvakrat zopakovan. Pufr byl odsat a skla byla umisténa na kapku (3 pl)
montovaciho média na podloznim skle. Nasledné byla takto ptipravena skla nasnimana

a vyhodnocena.

4.5.3.2 Odhaleni inkorporované¢ho BrdU ve struktufe DNA pomoci nizké koncentrace HCI

a exonukleazy Il

Nejprve byl Thermomixer nastaven na teplotu 25 °C. Fixované a permeabilizované
buiiky (viz kapitola 4.5.2) byly t¥ikrat promyty pfipravenym roztokem 150 mmol-1* NaCl
a 3 mmol-I"! KCI. Roztok byl vylit a k butikdm byla p¥idana 20 mmol-1"t HCI ve 150 mmol-1*
NaCl a 3 mmol-1" KCI. Vzorky byly inkubovany v Thermomixeru po dobu 20 minut pfi teploté
25 °C. Nasledné byly bunky tfikrat promyty 1x pufrem pro exonukledzu III. Mezitim byla
pfipravena vlhk4 komulrka a Thermomixer byl nastaven na 37 °C. Smés primarni protilatky
(30 ul, viz podkapitola 4.2.3) byla napipetovana do ptipravené vlhké komurky a promyta skla
byla pfemisténa na kapky. Vlhka komitrka byla pfenesena do Thermomixeru a vzorky byly
inkubovany po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C. Po skonceni inkubace byla skla pfemisténa na
kapky 1x PBS, kde byla rychle 3x promyta. Poté byla pfemisténa na kapku 0,2% formaldehydu
v 1x PBS a byla zde inkubovana po dobu 10 minut pti pokojové teplote. Po dokonceni inkubace

byla sklicka umisténa na kapku pufru 25 mmol 17 Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1" NaCl a zde
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byla ponechéna po dobu 5 minut. Tento krok byl jesté dvakrat zopakovan. Nasledné byla skla
s buiikami inkubovana na pfipravené smeési sekundarni protilatky a DAPI (viz podkapitola
4.2.3) po dobu 30 minut. Po inkubaci byly buiiky na sklech pfemistény na kapku 25 mmol-1*
Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1" NaCl a zde byly inkubovany po dobu 5 minut. Tento krok byl
jesté dvakrat zopakovan. Pufr byl odsat a skla byla umisténa na kapku montovaciho média na

podloznim skle. Takto pfipravena sklicka byla nasnimana a vyhodnocena.
4.5.3.3 Odhaleni inkorporovaného BrdU pomoci jednomocnych kationtd médi

Nejprve byl Thermomixer nastaven na teplotu 25 °C. K fixovanym
a permeabilizovanym bunikam (viz podkapitola 4.5.2) byly ptidany 2 ml roztoku slozeného
z 20 mmol-1* askorbatu sodného a 40 mmol-1? glycinu. Nésledné byl roztok vylit a k burikim
byl pfidan 1 ml 20 mmol-1* askorbatu sodného a 40 mmol 1" glycinu. Pak byl k roztoku pridan
1 ml roztoku slozeného z 8 mmol-1* CuSOs a 200 mmol-1* NaCl. Ptipravené buiiky byly
umistény do pfedehiatého Thermomixeru a buniky v ném byly inkubovany po dobu 10 minut
pii otackach 300 RPM. Po dokonceni inkubace byl roztok vylit a buiiky byly t¥ikrat oplachnuty
roztokem 100 mmol-1" Tris-HCI, pH 7,5. Po poslednim oplachu byl v Petriho misce ponechan
100 mmol-I* Tris-HCI, pH 7,5, buiiky byly umistény op&t do Thermomixeru a inkubovany po
dobu 10 minut pfi teploté 25 °C a otackach 300 RPM. Béhem promyvani byla pfipravena smés
primarnich protilatek (viz podkapitola 4.2.3). Po promyti bun¢k byla sklicka s buiikami
pfemisténa na kapky smési protilatek (30 pl) pfipravené na parafilmu ve vlhké komdrce.
Thermomixer byl nastaven na teplotu 37 °C. Komurka byla umisténa do Thermomixeru a zde
byla inkubovéana po dobu 30 minut. Nasledn¢ byla sklicka s buitkami umisténa na kapku pufru
25 mmol-1" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1"! NaCl, kde byla ponechana po dobu 5 minut, aby
byla promyta. Tento krok byl jesté¢ dvakrat zopakovan. Po dokoneni promyvani byla sklicka
pfenesena na piipravenou smés sekundarni protilatky (30 pl kapky, viz podkapitola 4.2.3).
Bunky byly inkubovany ve smési sekundarni protilatky po dobu 30 minut pii pokojové teploté.
Po inkubaci byla skli¢ka tfikrat promyta po dobu 5 minut roztokem 25 mmol-1? Tris-HCI,
pH 7,5 a 150 mmol-1"* NaCl, pufr byl odsat a skla byla umisténa na 3 pl kapky montovaciho

média. Skla byla nafocena a vyhodnocena.

4.5.3.4 Odhaleni inkorporované¢ho BrdU pomoci 4 N HCl a2 N HCI

Nejprve byl Thermomixer nastaven na teplotu 25 °C. K fixovanym
a permeabilizovanym bunkam (viz podkapitola 4.5.2) byla ptidana 4 N nebo 2 N HCI. Sklicka

s buitkami v Petriho misce byla umisténa do Thermomixeru a buniky v ném byly inkubovany
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po dobu 20 minut pti 25 °C. Béhem inkubace byly pfipraveny smési primarnich protilatek
(viz podkapitola 4.2.3). Po inkubaci byla skla tfikrat promyta nejprve pufrem 1x PBS a poté
tfikrat 25 mmol-1"t Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1* NaCl. Nasledné byla skli¢ka s buiikami
pfemisténa na kapKy primarnich protilatek (30 pl) a inkubovana po dobu 30 minut p#i pokojové
teploté. Nasledné byla skli¢ka umisténa na kapku 25 mmol-1? Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-I*
NaCl, kde byla ponechana po dobu 5 minut. Tento krok byl jesté dvakrat zopakovan. Pak byla
skla inkubovana na kapkach piipravenych smési sekundarnich protilatek (30 pl, viz podkapitola
4.2.3) a to po dobu 30 minut pii pokojové teploté. Po skonéeni inkubace byla skli¢ka promyta
na tfech kapkach pufru 25 mmol1?* Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1"! NaCl, pfi¢emz kazdé
promyti trvalo 5 minut. Pufr byl odsét a skla byla umisténa na kapku montovaciho média na

podloznim skle. Poté byla sklicka nafocena a vyhodnocena.
4.5.3.5 Odhaleni inkorporované¢ho EdU pomoci klikaci reakce

Fixované a permeabilizované bunky (viz podkapitola 4.5.2) byly umistény na kapku
pufru 1x PBS na parafilmu. Nésledné¢ byla skla pfemisténa na kapky cerstvé piipravené¢ho
roztoku pro detekci EAU (klikaci smés - viz podkapitola 4.2.2; 30 ul) a inkubovana po dobu
30 minut pii pokojové teploté. Po skonceni inkubace byla sklicka umisténa na kapku
25 mmol-1" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1"* NaCl, kde byla ponechana po dobu 5 minut. Tento
krok byl jesté dvakrat zopakovan. Nésledné byla sklicka inkubovéna v roztoku 10 pmol-1*
DAPI v 25 mmol-1" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1"t NaCl (30 pl viz podkapitola 4.2.3) po
dobu 30minut p#i pokojové teploté. Poté byla sklicka opét umisténa na kapku 25 mmol-1 Tris-
HCI, pH7,5 a 150 mmol-1"! NaCl, kde byla ponechdna po dobu 5 minut. Tento krok byl jesté
dvakrat zopakovan. Nasledné byl pufr odsat a skla byla pfemisténa na kapku montovaciho

média na podloznim skli¢ku. Skla byla nasledné nafocena a vyhodnocena.
4.5.3.6 Detekce inkorporovaného biotin-16-dUTP

Fixované a permeabilizované buniky (viz podkapitola 4.5.2) byly umistény na kapku
pufru 1x PBS na parafilmu. Nasledné byla skla pfemisténa na kapky pfipravené primarni
protilatky proti biotinu (30 pl, viz podkapitola 4.2.3) a inkubovéana po dobu 30 minut pfi
pokojové teploté. Po inkubaci byla sklicka umisténa na kapku pufru 25 mmol-1" Tris-HCI, pH
7,5 a 150 mmol-1"t NaCl a byla zde ponechana po dobu 5 minut. Tento krok byl jesté dvakrat
opakovan. Poté byla skla premisténa na kapky sekundarni protilatky (30 ul, viz podkapitola
4.2.3) a byla s ni inkubovédna po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Po promyti vzorki na

ttech kapkach 25 mmol-1" Tris-HCI, pH 7,5 a 150 mmol-1"t NaCl, pfi¢emz kazdé promyti trvalo
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5 minut, byl pufr odsat a skla byla pfemisténa na kapku montovaciho média na podloznim

sklicku. Takto pfipravena sklicka byla nafocena a vyhodnocena.
4.6 Fluorescencni mikroskopie a analyza obrazu

Pro vyhodnoceni a analyzu inkorporovanych nukleosidit BrdU a EdU a nukleotidu
biotin-16-dUTP byla skla nejprve nafocena pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus
IX83 (Olympus), ktery byl osazen kamerou Zyla Andor a objektivem UPLFLN -2PH, 10x,
NA 0,3 (Olympus). Snimky byly snimany pii rozliSeni 1024 x 1024 pixeli. Ke snimani byl
pouzit program CellSens Dimension (Olympus). Obrazova data byla analyzovana pomoci
programu CellProfiler (Carpenter et al., 2006; Kamentsky et al., 2011) a nasledné zpracovana
v programu Microsoft Excel, ve kterém byly pfipraveny i finalni grafy.

U vzorkt byly snimany fluorescencni signaly DAPI a Alexa Fluor 488. V piipadé HelLa
Fucci linie byly snimany fluorescenéni signaly DAPI a Alexa Fluor 488, Cy3 a DyLight 649.
Signal DAPI identifikoval bunécnd jadra. Signdly Alexa Fluor 488, Cy3
a DyLight 649 detekovaly replika¢ni aktivitu buné¢k.

Ze ziskanych obrazka byly nejdiive ruéné odstranény necistoty jako vzduchové bubliny
nebo Spina, které by mohly vést k nesprdvnému hodnoceni pomoci programu CellProfiler.
Upravy byly provedeny v programu Imagel. Na upravenych obrazcich byly nésledné
analyzovany integralni intenzity DNA a prumérné intenzity replika¢niho signalu. Vypoctené
hodnoty pak byly pouzity pro sestaveni histogrami DNA nebo replika¢niho signalu.
Z histogramu replikac¢niho signalu byla stanovena hrani¢ni hodnota signalu jako minimalni
hodnota v histogramu mezi maximem pro neznacené a znacené bunky. MnoZstvi replikujicich
bunék pak bylo dano sou¢tem vsech bun¢k nad hrani¢ni hodnotou. Pro stanoveni bun¢k v G1
a G2/M fazi byly v histogramech DNA replikujici buiiky pomoci déleni jejich integralnich
intenzit deseti posunuty pied G1 bunky. Tim doslo k separaci G1 a G2/M bun¢k vyraznym
minimem. Veskeré bunky nad timto minimem byly hodnoceny jako G2/M bunky. Mnozstvi G1
bunék byl nasledné vypocten jako rozdil vSech bunék a bunék v S a G2/M fazi. Z vypoctenych
hodnot bylo nasledné vypocitano procentualni zastoupeni bun¢k v jednotlivych fazich
bunééného cyklu. Déle byl u jednotlivych metod vypocitan pomér signdlu a Sumu a to tak, ze
bylo 30 % nejvyssich signalt vydéleno 50 % nejnizsich signalu.

Jednotlivé experimenty byly provedeny ve tiech opakovanich. Data jsou vypocitana

jako primérna hodnota z téchto opakovani + smérodatna odchylka.
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5 Vysledky

5.1 Porovnani raznych zpusobi detekce replika¢ni aktivity pomoci analogii

nukleosidu a analogu nukleotidu a jejich vliv na hodnoceni bunééného cyklu

V praci byly nejprve porovnavany rizné zpusoby detekce replikaéni aktivity bunék
a vliv téchto zpisobli na hodnoceni bunécného cyklu. V téchto experimentech byla pouzita
lidskd nadorova bunécna linie NCI-H2009. Pro stanoveni replikacni aktivity byly pouzity
modifikované nukleosidy 5-bromo-2’-deoxyuridin (BrdU) a 5-ethynyl-2"-deoxyuridin (EdU)
a modifikovany nukleotid - biotin-16-deoxyuridin-5"-trifosfat (biotin-16-dUTP).

5.1.1 BrdU

Pro odhaleni inkorporovaného BrdU ve struktute DNA bylo pouZzito n€kolik riznych
metod: 1) enzymatické odhaleni pomoci DNézy I a exonukleédzy III; ii) odhaleni pomoci malo
koncentrované kyseliny chlorovodikové a exonukleazy Il1; iii) 4 N HCI; iv) 2 N HCl a v) pouziti
jednomocnych kationti médi. V téchto testech byly bunky fixovany pomoci 2% formaldehydu
pii 25 °C.

Prvni sledovanou metodou bylo enzymatické odhaleni BrdU pomoci DNazy |
a exonukleazy Ill. Pisobenim uvedenych enzymt dochazi mimo jiné Kk vytvofeni
jednovlaknovych tseki DNA, coz umoziuje vazbu protilatky k BrdU (Dimitrova et
Berezney, 2002). Z provedenych analyz integralnich  intenzit DAPI  signalu
v jadrech  bunéks inkorporovanym BrdU a kontrolnich neovlivnénych bunék bylo patrné, Ze
dosSlo k mirnému poklesu cetnosti jader s vysokou intenzitou signalu a rovné€Z k mirnému
naristu S$ife pasu Cetnosti jader na opacném konci histogramu (viz obr. 6a).
Z mikroskopického pozorovani a vypocti (viz obr. 6b a 6¢) bylo zjevné, Ze metoda
poskytuje vysoky pomér mezi signalema Sumem. Tento pomér byl 5 £+ 0,5. Podle analyzy
signalu BrdU a DAPI bylo zastoupeni jednotlivych fazi bunééného cyklu nasledovné: v G1
fazi se nachazelo 58,2 £ 9,1 %, v G2/M fazi 14,0 £ 1,1 % a v S fazi 27,8 + 9,1 % bun¢k (viz
obr. 6d).
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Obrazek 6 Detekce BrdU pomoci DNazy | a exonukleazy Il v jadrech bunék NCI-H2009

a) Histogram integralnich intenzit DAPI v jadrech bun¢k neznaéenych (oranzove) nebo
znacenych (modie) BrdU.

b) Piiklad mikroskopické detekce DNA replikace pomoci BrdU (zelen€) a DNA pomoci DAPI
(modte), métitko = 20 pm.

c) Histogram primérnych hodnot replika¢niho signalu v jadrech bunék inkubovanych s BrdU.
d) Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni bunék Vv jednotlivych fazich bunééného
cyklu.

Dalsim sledovanym zpisobem odhaleni BrdU byla metoda vyuzivajici kombinaci malo
koncentrované kyseliny chlorovodikové (HCI) a enzymu exonukleazy Il1. Pisobenim HCI jsou
vytvofeny v DNA jednofetézcové zlomy. V oblasti zloml jsou ndsledné exonukleazou III
vytvoreny jednoietézcové tseky (Ligasova et al, 2017a). Jak je patrné z porovnani kontrolnich
a bunc¢k znacenych BrdU, byla u znacenych bunék kiivka prib&hu histogramu integralni
intenzity DAPI v bunéném jadie posunuta smérem k vySSim hodnotam oproti kontrolnim
buitkkdm (viz obr. 7a). V ostatnich parametrech si byly obé kiivky velice podobné. Soucasné

tato metoda poskytovala dostate¢né vysoky replikacni signal (viz obr. 7b a 7c). Pomér mezi
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signalem a Sumem byl 3,9 + 0,8. Analyza rozdéleni bunééného cyklu ukazala, ze cca
57,2 + 5,3 % bunék se nachazelo ve fazi G1, 15,0 + 1,7 % bunék ve fazi G2/M a 27,8 £ 6,9 %
bunék ve fazi S (viz obr. 7d).
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Obrazek 7 Detekce BrdU pomoci nizké koncentrace kyseliny chlorovodikové a exonukleazy
Il v jadrech bunék NCI-H20009.

a) Histogram integralnich intenzit DAPI v jadrech bunék neznac¢enych (oranzové) nebo
znac¢enych (modte) BrdU.

b) Piiklad mikroskopické detekce replikace DNA pomoci BrdU (zelen¢) a DNA pomoci DAPI
(modfe), métitko = 20 pm.

¢) Histogram primérnych hodnot replika¢niho signalu v jadrech bunék inkubovanych s BrdU.
d) Grafické znazornéni zastoupeni bun€k Vv jednotlivych fazich bunécného cyklu.

V piipad€ pouziti vysoce koncentrovaného roztoku kyseliny chlorovodikové byla
v experimentech pouzita kyselina chlorovodikova ve dvou koncentracich - 2 N a 4 N.
Inkubace ve 4 N kyselin¢ chlorovodikové vedla k silné denaturaci DNA a tim

K vyraznému snizeni signalu DAPI. Nizky signal DAPI neumoznil definovani bunécnych jader
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a naslednou analyzu bunécného cyklu. Ackoli bylo z mikroskopickych snimki patrné, ze
replikacni signdl je vysoky (viz obr. 8), nebylo mozné diky absenci signadlu DAPI analyzovat
prabéh bunécného cyklu. Soucasné nebylo mozné pomoci automatické softwarové analyzy
urc¢it pomér mezi signalem a Sumem. Je ziejmé, Ze tato metoda je vhodna pouze v piipadé, kdy

neni nutnd soucasna analyza buné¢¢ného cyklu.

Obrazek 8 Detekce BrdU pomoci 4 N HCI v jadrech bun¢k NCI-H2009
Piiklad mikroskopické detekce replikace pomoci BrdU (zelené¢) a DNA pomoci DAPI (modie),
meéfitko =20 um.

Vyrazné odlisné vysledky poskytla poloviéni koncentrace kyseliny chlorovodikové
(2N). Pouziti 2N HCI na rozdil od 4N HCI nevedlo k potlaceni signalu DAPI, a tudiz bylo
mozné provést automatickou softwarovou detekci bunéénych jader (viz obr. 9a a 9b).
Z obdrzenych dat je zjevné, ze histogram integralni intenzity DAPI v jadrech u bunék
inkubovanych s BrdU byl podobny histogramu kontrolnich bunék (viz obr. 9a). Rozdilem byl
mirny narast site histogramu a pokles vrcholu odpovidajiciho G1 bunkam. Metoda poskytovala
pomérné vysoky replikacni signal (viz obr. 9b a 9¢). Pomér mezi replika¢nim signalem a Sumem
byl 5,5+ 1,8. Analyza bunééného cyklu ukazala, ze se v G1 fazi nachazelo 55,3 + 2,5 % bunék,
v G2/M fazi 13,2 + 3,6 % bun¢k a v S fazi 31,0 £ 1,3 % bungk (viz obr. 9d).
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Obrazek 9 Detekce BrdU pomoci 2 N HCI v jadrech bun¢k NCI-H2009

a) Histogram integralnich intenzit DAPI v jadrech bunék neznaéenych (oranzove¢) nebo
znacenych (modie) BrdU.

b) Piiklad mikroskopické detekce DNA replikace pomoci BrdU (zelen¢) a DNA pomoci DAPI
(modte), métitko = 20 pm.

c) Histogram primérnych hodnot replika¢niho signalu v jadrech bunék inkubovanych s BrdU.
d) Grafické znazornéni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu.

Posledni metodou, kterd byla testovana pro odhaleni inkorporovaného BrdU v nové
syntetizované DNA, byla inkubace vzorkil v roztoku jednomocnych iontli médi a nasledna
inkubace vzorka s exonukleazou Il (Ligasova et al., 2012). Metoda je zalozena na oxidativnim
ataku deoxyribdzy jednomocnymi ionty médi v pfitomnosti kysliku. Podobné jako v ptipadé
pouziti roztokd obsahujici nizké koncentrace kyseliny chlorovodikové, dochézi k vytvotfeni
zlomi v DNA. Tyto zlomy nasledné umoziuji vytvoreni jednoretézcovych usekit DNA
pusobenim exonukleazy Il (Ligasova et al., 2012; Ligasova et al., 2017b). V ptipadé

histogramu integralnich intenzit DAPI v bunétném jadie doslo oproti kontrolnim bunikam
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k rozsifeni histogramu, coz vedlo ke snizeni vrcholu odpovidajiciho G1 buitkkdm a G2/M
bunkam (viz obr. 10a). Metoda poskytla silny fluorescenc¢ni signal odpovidajici lokalizaci BrdU
i DAPI (viz obr. 10a az 10¢). Vypocteny pomér mezi signalem a Sumem byl 5,9 + 0,83. Podle
obdrZenych dat se v G1 fazi bunécného cyklu nachazelo 60,4 + 4,2 % bunék, v G2/M fazi se
nachazelo 16,6 + 1,5 % bun¢k a v S fazi pak 23,0 + 2,9 % bunék (viz obr. 10d).
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Obrazek 10 Detekce BrdU pomoci jednomocnych kationtit médi v jadrech bunék NCI-H2009
a) Histogram integralnich intenzit DNA v jadrech bunék neznaéenych (oranzové) nebo
znacenych (modie) BrdU).

b) Piiklad mikroskopické detekce replikace DNA pomoci BrdU (zelen€) a DNA pomoci DAPI
(modte), métitko = 20 pm.

¢) Histogram pramérnych hodnot replika¢niho signalu v jadrech bunék inkubovanych s BrdU.
d) Grafické znazornéni zastoupeni bun€k Vv jednotlivych fazich bunécného cyklu.

5.1.2 EdU

Pro detekci EAU byla pouzita tzv. klik reakce. Tato reakce je katalyzovana Cu(l)

cykloadici [3+2], kdy koncova alkynova skupina reaguje s fluorescenéné znacenym azidem
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(Salic et Mitchison,2008). Metoda poskytla velice podobny histogram integralnich intenzit
DAPI v bunééném jadie (viz obr. 11a) jako v pfipad¢ kontrolnich neznacenych bun¢k. U bun¢k
znacenych EdU doslo jenom k nizkému poklesu vrcholu odpovidajicimu G1 a G2/M bunkam.
Soucasn¢ tato metoda neméla negativni vliv na hodnoceni replika¢ni aktivity (viz obr. 11b
a 11c). Pomér mezi signalem a Sumem byl rovnéz vysoky a odpovidal hodnoté 7,7 + 0,1.
Analyza bunééného cyklu ukazala, ze v G1 fazi se nachazelo 54,8 + 5,4 % bun¢k, v G2/M fazi
15,7+ 3,5% av S fazi 29,5 + 1,9 % bunék (viz obr. 11d).
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Obrazek 11 Detekce EAU pomoci klik reakce v jadrech bunék NCI-H2009

a) Histogram integralnich intenzit DNA v jadrech bunék neznacenych (oranzove) nebo
znacenych (modie) EdU.

b) Priklad mikroskopické detekce DNA replikace pomoci EdU (zelené¢) a DNA pomoci DAPI
(modte), métitko = 20 pm.

c) Histogram pramérnych hodnot replika¢niho signalu v jadrech bunék inkubovanych s EdU.
d) Grafické znazornéni zastoupeni bunék Vv jednotlivych fazich bunécného cyklu.
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5.1.3 Biotin-16-dUTP

Biotin-16-dUTP neni na rozdil od modifikovanych nukleosidt volné transportovan pies
bunééné membrany do bunék. Proto byl vpraven do bunék pomoci hypotonického roztoku
(Koberna et al., 1999). Nasledné byl detekovan nepfimou imunofluorescenci pomoci primarni
a sekundarni protilatky. Prab¢h histogramu integralnich intenzit DAPI v buné¢né jadie bunék
s inkorporovanym biotin-16-dUTP se liSil od kontrolnich bunék velice mirn€ (viz obr. 12a).

Odlisnost byla v mirném posunu grafu smérem K vy$$im hodnotam signalu DAPI.
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Obrazek 12 Detekce biotin-16-dUTP pomoci znacené protilatky v jadrech buné¢k NCI-H2009
a) Histogram integralnich intenzit DAPI v jadrech bun¢k neznacenych (oranzové) nebo
znac¢enych (modte) biotin-16-dUTP.

b) Ptiklad mikroskopické detekce DNA replikace pomoci biotin-16-dUTP (zelen¢) a DNA
pomoci DAPI (modie), métitko =20 pm.

¢) Histogram pramérnych hodnot replikaéniho signalu v jadrech bunék inkubovanych s biotin-
16-dUTP.

d) Grafické znazornéni zastoupeni bunék Vv jednotlivych fazich bunééného cyklu.
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Testovana metoda rovnéz umoznila spolehlivé mikroskopické hodnoceni replikacni aktivity
bun¢k (viz obr. 12b a 12¢). Pomér mezi signalem a Sumem byl 5,7 £+ 0,4. Analyza buné¢ného
cyklu ukazala, ze 48,3 + 3,0 % bunék se nachazelo v G1 fazi, 16,7 + 1,0 % buné¢k bylo v G2/M
a 35,0 £4,0 % bun¢k bylo v S fazi (viz obr. 12d).

V souhrnu lze konstatovat, ze vétSinu testovanych zpiisobti detekce replikace DNA je
mozné povazovat za vhodnou pro soucasnou analyzu replikace DNA a bunécného cyklu.
V piipadé pouziti BrdU jako znaciciho nukleosidu byl pomér mezi signalem a Sumem ve vSech
ptipadech kromé 4 N HCI nad hodnotou 3 a umozioval jasné rozliSeni mezi replikujicimi
a nereplikujicimi buikami. V ptipadé 4 N HCI nebyl pomér signal/Sum vypocitan, protoze pfi
jejim pouziti nebylo mozné urcit bunééna jadra pomoci DAPI. Z tohoto pohledu je tato metoda
zcela nevhodna pro analyzu bunééného cyklu. Nicméné mikroskopické obrazky ukazaly, ze
1 v pfipad¢ pouziti 4 N HCI je pomér mezi signalem a Sumem pomérné vysoky a v piipade, ze
neni nutnd soucasna analyza bunééného cyklu, je mozné pouzit i tuto metodu pro kontrolu

replikace.
5.2 Vliv fixa¢nich protokolu

V dalsich experimentech byl porovnan vliv fixace na replikacni signal DNA
u NCI-H2009 bun¢k pomoci vybranych protokolt detekce replikace DNA. Vedle fixace 2%
formaldehydem byla v experimentech pouzita fixace 70% etanolem.

Kazda z testovanych fixaénich metod funguje na jiném principu. Fixace formaldehydem
vede k vytvofeni kovalentnich vazeb mezi proteiny, primarné mezi amino skupinami napft.
lyzinu. Po fixaci ve formaldehydu byly vzorky permeabilizovany. Jedna se krok, ktery slouzi
piedevsim k permeabilizaci buné¢né membrany (Jamur et Oliver, 2009). Etanol fixuje vzorky
snizenim rozpustnosti proteinovych molekul a rozruSenim hydrofobnich interakei, které
proteinlim umoznuji vytvoreni terciarni struktury. V piipadé€ etanolu jiZ neni zpravidla nutna
permeabilizace (Troiano et al., 2009).

Replikac¢ni aktivita bunék byla sledovana pomoci téchto protokolt: 1) BrdU a DNazy I
a exonukleazy Ill; ii) BrdU a nizké koncentrace kyseliny chlorovodikové; iii) BrdU
a jednomocné meédi; iv) EAU a klik reakce a v) biotin-16-dUTP a protilatky. Nasledné byly
jednotlivé metody porovnany z hlediska zastoupeni replikujicich bun€k u jednotlivych metod
(viz tab. 5). Z vysledki je patrné, Ze oba pouzité zplusoby fixace poskytly podobné frakce

replikujicich bunék nezavisle na pouzitém protokolu detekce replikace. Ackoli existovaly mirné

42



rozdily, celkové priuméry u obou fixa¢nich protokoli se pohybovaly v priméru kolem 31 %
(viz tab. 5).

Tabulka €. 5: Procentualni zastoupeni replikujicich bunék u vzorkii fixovanych
formaldehydem nebo etanolem

. Fixace )
NUKIeOt'.d/ Metoda detekce formaldehydem Fixace etanolem
nukleosid [%0]

[%0]
DNaza | 283+42 27,6 9,1
BrdU Nizka koncentrace 27.8433 302469

HCI

Cu (1) 344+0,9 37,8429
EdU Klikaci reakce 28,3+0,9 294 +1,9
Biotin-16-dUTP Protilatka 36,6 £2,2 33,8+4,0
Pramér 31,1+£2,3 31,8+4,9

Soucasné bylo zjevné, Ze pouze protokol zalozeny na detekci BrdU pomoci DNazy |
a exonukleazy Il1, poskytl vyrazné odlisné histogramy signalu DAPI. Pravdépodobné se jednalo
0 disledek rozdilného plsobeni DNéazy a exonukledzy v piipadé sledovanych fixacnich
protokoll. Pribéhy histogramti integralnich intenzit DAPI v bunéénych jadrech ukazaly, Ze
v ptipad€ pouziti enzymatického odhaleni BrdU kombinaci DNazy I a exonukleazy III vedla
fixace etanolem k posunu grafu smérem K niz§im hodnotam signalu DAPI. Soucasné doslo
k nariistu signalu v oblasti odpovidajici buikdm v G1 fazi (viz obr. 13a). V piipadé¢ malo
koncentrované HCI byl pribéh histogramt integralnich intenzit DAPI velice podobny nezavisle
na pouzitém zpusobu fixace (viz obr. 13b). Pouziti jednomocnych iontd médi u bunék
fixovanych etanolem vedlo jednak k posunu grafu smérem k vy$$im hodnotam signalu DAPI

a soucasn¢ ke snizeni signalu odpovidajicimu bunkam v G1 fazi (viz obr. 13c).
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Obrazek 13 Porovnani vlivu fixacnich protokold na histogram signalu DAPI v jadrech
NCI-H2009 buné¢k inkubovanych s 10 uM BrdU.

a) BrdU bylo detekovaného pomoci DNazy | a exonukleazy Ill.

b) BrdU bylo detekovano pomoci malo koncentrované HCI a exonukleazy 1l1.

c) BrdU bylo detekovano pomoci roztoku jednomocné médi.

V pripadé modifikovaného nukleosidu EdU byly pribéhy histogrami integralnich
intenzit DAPI podobné, jenom v ptipadé¢ etanolem fixovanych bunék doslo k mirnému posunu
grafu smérem k vy$§im hodnotdm signalu DAPI a k mirnému nariistu signalu odpovidajicimu
bunkam v G1 fazi (viz obr. 14a). V ptipadé biotin-16-dUTP byly pribéhy histogramt

integralnich intenzit téméf totozné (viz obr. 14b).
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Obrazek 14 Porovnani vlivu fixacnich protokold na histogram signalu DAPI v jadrech
NCI-H2009 bun¢k

a) Bunky byly inkubovany s 10 uM EdU.

b) Buniky byly inkubovany s 0,2 mM biotin-16-dUTP.

5.3 Porovnani detekce replikace u riuznych typia bunéénych linii

V nasledujicich experimentech byly porovnany tii protokoly pro detekci replikace DNA
u péti rznych lidskych bunéénych linii. Jednalo se o dvé nadorové linie — HeLa a NCI-H2009
buriky a tfi primarni diploidni fibroblasty — IMR-90, MRC-5 a BJ bunky. V experimentech byla
sledovana replika¢ni aktivita bunék pomoci i) BrdU a jeho detekce malo koncentrovanou HCI
a exonukleazou III; i) EAU a jeho detekce klik reakei a iii) nukleotidu biotin-16-dUTP, ktery
byl vpraven do bunék hypotonii a detekovan nepfimou imunofluorescenci protilatkami.
V ptipadé detekce replikace pomoci BrdU anebo EdU, byly buiky fixovany 70% etanolem.
V piipadé€ pouziti biotin-16-dUTP, byly bunky fixovany 2% formaldehydem. Fixa¢ni protokoly
byly vybrany tak, aby pro danou metodu detekce replikace poskytovaly maximalni signal.
Protokol zalozeny na pouziti malo koncentrované HCI a exonukleaze |11 byl vybran pro detekci

BrdU z dtvodu, Ze je jednoduchy a nevede k vyznamné destrukci DNA.
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U vsech pouzitych metod byla provedena analyza signalti pomoci obrazové cytometrie.
Na jejim zaklad¢€ byl vypocten pomér mezi signadlem a Sumem (viz tab. 6) a procentudlni podil

bunék v jednotlivych fazich bunééného cyklu (viz tab. 7-9).

Tabulka €. 6: Porovnani poméru mezi signdlem a Sumem U riznych bunécnych linii

Zpisob detekce replikace

DNA BrduU EdU Biotin-16-dUTP
Bunééna linie

NCI-H2009 57+1,8 6,9+0,1 51+04
HeLa 59+29 53+17 6,1+1,7
IMR-90 8,8+ 0,6 6,8+1,1 2,7+0,1

BJ 55+18 5,3+ 0,5 2,2+0,6
MRC5 43+2,6 48+1,0 3,7+0,8
Pramér 6,0+1,9 6,9+0,1 4,0+0,7

Tabulka €. 7: Procentualni zastoupeni bunék V jednotlivych fazich bunééného cyklu u riznych

buné¢nych linii s pouzitym nukleosidem BrdU

S faze [%0] G1 faze [%] G2/M faze [%0]

Bunééna linie

NCI-H2009 27,8+6,9 57,2+5,3 150+ 1,7
HelLa 31,7+7,7 50,5+5,4 17,7+3,2
IMR-90 38,3+6,1 51,6 5,6 10,1+0,6
BJ 20,5+11,8 753+11,5 4,2+0,7
MRC-5 122+1,3 79,4+1,0 8,4+1,3
Primér 25,3+£55 63,3+4,9 11,3+1,3

Tabulka €. 8: Procentualni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich bunécného cyklu u riznych

bunéénych linii s pouzitym nukleosidem EdU

S faze [%0] G1[%)] G2/M [%0]
Bunééna linie
NCI-H2009 35,0+4,0 48,3+3,0 16,7+1,0
HelLa 342+33 58,3+2,3 175+0,9
IMR-90 45,0+11,0 46,4+9,9 85+1,6
BJ 18,1+15 79,0+2,3 28+1,2
MRC-5 19,9+ 13,9 75,9+11,6 41+43
Primér 27,2+6,4 60,5+5,5 10,2+2,1
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Tabulka €. 9: Procentualni zastoupeni bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu u riznych
bunéénych linii s pouzitym nukleotidem biotin-16-dUTP

S [%] G1 [%0] G2/M [%]
Bunééna linie
NCI-H2009 23,0+29 60,4+ 4,2 16,6 +1,5
HelLa 33,1+8,6 53,1+4,5 13,8 +10,8
IMR-90 36,8+4,8 43,1+6,7 19,9+ 3,7
BJ 21,7+ 138 71,6+11,2 6,4+4,4
MRC-5 18,4+29 73,4+3,8 8,6+0,8
Pramér 26,6 +6,6 60,3+6,1 13,1+4.2

Analyzou poméru mezi signdlem a Sumem bylo zjiSténo, Ze u sledovanych nadorovych
liniich v§echny pouzité zptisoby poskytly vysoky pomér mezi signalem a Sumem a umoziovaly
tak vynikajici rozliSeni replikujicich bunék od nereplikujicich. Tento pomér se pohyboval nad
hodnotou 5. V piipad€ primarnich linii se ukazalo, Ze je daleko vhodnéjsi pouzit pro analyzu
replikace DNA jeden ze dvou testovanych modifikovanych nukleosidii nez biotinylovany
dUTP. Oba nukleosidy poskytly mnohem vyssi pomér mezi signalem a Sumem (viz tab. 6),

a tedy i jasngjsi rozliseni replikujicich bunék.
5.4 Vliv riznych zpuasobu detekce replikace na fluorescenci fluorescencnich

proteini

V posledni Casti prace byl testovan vliv vybranych protokolt pouzivanych k detekci
replikace na intenzitu fluorescence fluorescen¢nich proteintt v HelLa buikach s vektorem
Fucci. Tyto bunky produkuji fluorescenéné znacené proteiny Cdtl a geminin. Cdtl je znacen
cervenym fluorescencnim proteinem, geminin zelenym fluorescenénim proteinem. Nejvétsi
mnozstvi proteinu Cdtl je v bunikach v G1 fazi a pak jeho mnozZstvi postupné klesa (Nishitani
et al., 2004). Naopak nejvétsi mnozstvi gemininu je v S a G2 fazi a béhem mitdzy dochazi
k jeho postupné degradaci (McGarry a Kirschner, 1998).

Pro analyzu buné¢éného cyklu byl pouzit nukleosid BrdU, ktery byl odhalen pomoci
DNazy | a exonukleazy 111 nebo nizké koncentrace HCI a exonukleazy 111, nukleosid EdU nebo
nukleotid biotin-16-dUTP. Bunky s inkorporovanym EdU nebo BrdU byly fixovany 70%
etanolem po dobu 60 minut na -20 °C. Bunky s inkorporovanym biotin-16-dUTP byly fixovany
pomoci 2% formaldehydu po dobu 10 minut pifi pokojové teploté¢ a nasledné byly buiky
permeabilizovany 0,2% Tritonem X-100.
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V piipadé BrdU a jeho odhaleni pomoci DNézy I a exonukleazy III, doslo ke vzristu signalu
odpovidajicimu proteinu Cdtl a to pfiblizné o 14,2 % oproti kontrole (viz obr. 15 leva ¢ast).
Naopak v piipad¢ signdlu odpovidajicimu gemininu doslo k jeho poklesu o 13,7 % oproti

kontrole (viz obr. 15 prava ¢ast).
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Obrazek 15 Porovnani vlivu riznych zptasobu detekce replikace na fluorescenci
fluorescencnich proteini u HeLa Fucci bunék.

Naproti tomu pouziti nizké koncentrace HCI a exonukledzy III pro detekci BrdU vedlo ve
srovnani s kontrolou k vyraznému sniZeni signalii odpovidajicich obéma proteintim (viz obr.
15). V pripad¢ proteinu Cdtl byl signal jen 7,7 % a u gemininu 12,4 % ve srovnani se signaly
u kontrolnich bun¢k (viz obr. 15). Podobny pokles signalu obou fluorescencnich proteint byl
i v piipad¢ detekce replikace pomoci EdU. V tomto piipadé byl signal u proteinu Cdtl 21,9 %,
u proteinu gemininu na 23,7 % (viz obr. 15). Naopak, detekce replikace pomoci biotin-16-dUTP
nevedla ke snizeni signalu fluorescencnich proteint. Signal odpovidajici proteinu Cdtl byl
ptiblizn¢ stejny jako u kontrolnich bunék (102 %). Naproti tomu v piipadé signalu
odpovidajicimu proteinu  gemininu doslo K vyraznému naristu signalu v porovnani

S kontrolnimi buiikami (nértst byl 0 49,3 %).

Z vysledku je ziejmé, ze v piipad¢ analyzy replikace u bunék s transfekovanymi
fluorescen¢nimi proteiny jako je napt. Fucci vektor, nebo GFP je vhodna metoda vyuZzivajici
biotin-16-dUTP nebo BrdU a jeho odhaleni pomoci DNazy I a exonukleazy II1. Tyto metody
bud’ nevedly k zadnému poklesu signalu fluorescenénich proteint, nebo byl pokles velice maly.

Naproti tomu, pouziti BrdU a nizké koncentrace HCI nebo pouziti EJU a klikaci reakce se
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ukazaly jako zcela nevhodné pro analyzu syntézy DNA u bunék exprimujicich soucasné
fluorescenéné znacené proteiny. Pouziti téchto zpusobu vedlo k vyraznému snizeni

fluorescence obou sledovanych fluorescen¢nich proteini.
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6 Diskuze

Cilem bakalaiské prace bylo porovnani vybranych metod detekce replikace DNA
z hlediska sily signalu a z hlediska jejich vlivu na analyzu bunécného cyklu. V praci byly
porovnavany metody zalozené na pouziti dvou modifikovanych nukleosidi a jednoho
modifikovaného nukleotidu. Jednalo se o BrdU, EdU a biotin-16-dUTP. Provedené analyzy
zahrnovaly testovani 4 rGznych pfistupit odhaleni BrdU ve struktuie DNA. Tyto pfistupy byly
zaloZené na piisobeni a) DNazy I a exonukleazy III; b) nizké koncentrace HCI a exonukleazy
III; ¢) koncentrované HCI (4 N a 2 N) a d) jednomocnych iontd médi. EAU byl detekovan
pomoci klikaci reakce a biotin-16-dUTP nepfimou imunofluorescenci pomoci protilatek.
Vybrané metody detekce replikace byly soucasné pouzity ve srovnavaci studii zaméfené na
vhodnost jejich pouZiti u riznych bunéénych linii. Vedle toho byl porovnavan vliv vybranych
zpusobu detekce replikace DNA na fluorescenci fluorescencnich proteini. V téchto
experimentech byly pouzity HeLa bunky transformované vektorem FUCCI. Shrnuti hodnot

vvvvvv

je uvedeno v Tabulce ¢. 10.

Tabulka €. 10: Porovnani sledovanych parametri U testovanych metod

Pouzity Pomér | Materidlova viiv na
nukleosid Pouzita mezi naroénost Casova Vliv na ,
s Ly graf Hodnoceni
nebo metoda signalem | (cenazal | naroé¢nost | FUCCI DNA
nukleotid asSumem | sklo v Kg¢)
DNézala
exonukledza | 5,0+0,5 11,8 ~2,5 hod. Ne Mirny 2
1l
HCl a
exonukleaza 3,9+0,8 11,3 ~2,8 hod. Ano Mirny 3
BrdU 1|
4 N HCI N/A 9 ~2,7 hod. N/A N/A 3
2 N HCI 55+1,8 9 ~2,7 hod. N/A Mirny 2
Cu(l) 59+0,8 11,3 ~2,8 hod. N/A Vyrazny 2
EdU Klikaci reakce | 7,7+0,1 0,35 ~2,3 hod. Ano Zadny 1
Biotin-16- Znacena oot
dUTP o 57+0,4 52 ~2,5 hod. Ne Mirny 2

Prvni testovanou metodou pro detekci BrdU byla metoda vyuzivajici DNazu |
a exonukledzu III. Vyhodou uvedené metody je fakt, Ze v porovnani s kontrolnimi buiikami
vykazuje jen mirny vliv na priibéh histogramu DNA. Toto zjiSténi je v souladu s vysledky

studie publikované Takagim a kolektivem, kde autofi popisuji moznost enzymatické detekce
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inkorporovaného BrdU pomoci DNazy | bez poskozeni DNA. Soucasné ukazali, ze Vv ptipadé

potieby je mozné zvysit signal inkubaci s exonukleazou Il (Takagi et al., 1993).

V bakalaiské praci byly pouzity dva zptisoby fixace vzorkt. U obou dvou zptsobu doslo
ke zplo§téni Casti kiivky odpovidajici buitkam v G2/M fazi. Toto zplo§téni bylo vyrazné&jsi
u formaldehydické fixaze. Je pravdépodobné, ze tento rozdil mohl byt zptisoben vyssi pouZzitou
koncentraci DNazy I v pfipad¢ bun¢k fixovanych formaldehydem, kterd mohla vést k vyssimu
Stépeni DNA. | kdyZ napiiklad v praci Ligasova et al., 2017 autofi nepozorovali pokles signalu
odpovidajicimu DAPI, v této studii nebyl analyzovan vliv na priabéh bunécného cyklu. Zmény
v pribéhu histogramu DNA mohou byt zplsobeny odlisnou pfistupnosti chromatinu pro
nukleazy (Schwartz et al., 2019). Odlisnosti oproti vy$e uvedené praci mohou byt rovnéz
dasledkem pouziti odlisné bunééné linie. DalS§im dilezitym krokem je také postfixace bunck
0,2% formaldehydem po inkubaci s primarni protilatkou (Ligasova et al., 2017a; Ligasova
et al., 2017b). Komplex protilatky a BrdU mutze v zavislosti na pouzitém protokolu a klonu
protilatky namifené vici BrdU rychle disociovat, a to ma za nasledek snizeni signalu. Naopak
postfixace vede ke stabilizaci tohoto komplexu a tim ke zvySeni signalu (Ligasova et al.,
2017a; Ligasova et al., 2017b). Nespornou vyhodou této metody je jeji minimalni vliv na
intenzitu signalu fluorescen¢nich proteinti u bun¢k s FUCCI vektorem. V piipadé Fucci-G1-
orange (Cdtl) dokonce doslo k mirnému nartstu signalu (0 cca 14,2 %) Vv porovnani
s kontrolnimi bunikami. Vzhledem k smérodatné odchylce (+ 13,6) se vsak mohlo jednat
0 dusledek nepiesnosti méfeni. Naopak V piipadé Fucci-S/G2/M-green (geminin) doslo
k poklesu signalu o cca 14 %. 1 v tomto piipad€ se pohybovala smérodatnd odchylka kolem
15,6 %. Podobné vysledky byly publikovany naptiklad v praci Ligasové a kolektivu (Ligasova
et al., 2017b). V této praci autofi nepozorovali v piipadé pouziti DNazy I a exonukleazy III
snizeni fluorescen¢niho signalu ani u jednoho z fluorescencnich proteini. Mirny rozdil
v piipadé signalu Fucci-S/G2/M-green (geminin) mohl byt dan pouZitou koncentraci DNazy 1.
Je pravdépodobné, ze snizenim koncentrace na polovinu by nedoslo ani u tohoto proteinu
k mirnému poklesu fluorescence. V souhrnu lze fici, ze nespornou vyhodou metody vyuzivajici
enzymatické odhaleni BrdU je jeji minimalni dopad na bunécné proteinové struktury, RNA
a na fluorescenci fluorescenc¢nich proteinti. Naopak, nevyhodou této metody muze byt jeji

zavislost na pouziti vhodnych protilatek vic¢i BrdU (Ligasova et al., 2017Db).

Dalsi testovanou metodou pro odhaleni BrdU byla metoda vyuzivajici kombinaci nizké
koncentrace HCI a exonukleazy Ill. Sledovana metoda poskytla pomér signalu a Sumu

3,9 + 0,8, ktery byl podobny jako pomér vypocitany v publikované praci od Ligasové
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a kolektivu (Ligasova et al., 2017a). Pouziti nizké koncentrace HCI pro odhaleni BrdU mélo
vliv na histogram DNA. V tomto ohledu doslo ve srovnani s kontrolnimi buiikami k posunu
histogramu DNA smérem k vys$§im hodnotam. V praci Ligasové a kolektivu (Ligasova et al.,
2017a) nebyl pozorovan zadny vliv na signal DNA v porovnani s kontrolnimi bunikami.
Analyza buné¢ného cyklu pomoci obrazové cytometrie nebyla v dané praci provedena.
Z tohoto pohledu se rovnéz jedna o metodu vhodnou pro analyzu bunééného cyklu. Nevyhodu
je ale jeji negativni vliv na fluorescenci fluorescencnich proteinti. V piipadé Fucci-G1-orange
doslo k poklesu signalu o 87,6 % a v piipadé¢ Fucci-S/G2/M-green o 92,3 % v porovnani
s kontrolnimi bunikami. V praci Ligasové a kolektivu (Ligasova et al., 2017a) byl rovnéz
pozorovan pokles signalu, ovsem vyrazné mensi. V ptipad¢ Fucci-Gl-orange doslo k poklesu
0 55 % a v ptipad¢ Fucci-Gl-orange doslo k poklesu o 40 %. Dtvodem tak nizkého signalu

muze byt nedostatecné nasviceni pii snimani sklicek.

Tretim zpusobem detekce BrdU bylo pouziti vysoce koncentrované Kkyseliny
chlorovodikové (4 N). I kdyz vysoce koncentrovana HCI poskytla vysoky signél odpovidajici
BrdU, pomér mezi signdlem a Sumem nebylo mozné stanovit pomoci obrazové analyzy.
Duvodem byl fakt, Ze dusledkem ptisobeni vysoce koncentrované HCI doslo k denaturaci DNA,
to znemoznilo navazani DAPI na DNA a nebylo mozné identifikovat bunééna jadra. Toto bylo
podpoieno i obrazem z fluorescen¢niho mikroskopu, kde byl pozorovan silny signal
odpovidajici BrdU, ale nebyl pozorovan signal odpovidajici DAPI. Obdrzené vysledky jsou
v souladu s daty publikovanymi naptiklad Dimitrovou a Bereznym (Dimitrova et Berezney,
2002) nebo Humbertem a kolektivem (Humbert et al., 1992). V tomto ohledu je pouziti vysoce
koncentrované HCl vhodné pouze pro rychlou detekci DNA replikace bez nasledné analyzy
bunécného cyklu, protoze se jedna 0 pomérné levnou metodu. Vyrazné lepsi vysledky poskytla
poloviéni koncentrace kyseliny chlorovodikové (2 N). V tomto pfipadé nevedla inkubace
vzorkll k denaturaci DNA a bylo mozné provést analyzu bunééného cyklu pomoci obrazové
cytometrie. ObdrZena data jsou v souladu s jiz diive publikovanym zavéry van Dierendoncka
a kolektivu, kteti zjistili, ze pouziti 2 N HCI pro sledovani organizace syntézy DNA nevedlo
k destrukci DNA vlivem denaturace (van Dierendock et al., 1989) Soucasné tento zpusob
poskytl pomérné vysoky pomér mezi signdlem a Sumem (5,5 £ 1,8) a m¢l jen minimalni vliv
na histogram DNA. Kromé toho je vyhodou této metody nizkd cena a jednoducha
proveditelnost.

Posledni metodou testovanou pro odhaleni BrdU je metoda vyuzivajici jednomocné

kationty médi. Tento zpiisob poskytl v ramci metod slouzicich k odhaleni BrdU nejvyssi pomér
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mezi signalem a Sumem (5,9 £+ 0,8). Toto zjisténi je v souladu s vysledky publikovanymi
Ligasovou a kolektivem, ktefi pii pouziti stejného zptsobu pro detekci replikace zjistili pomér
mezi signalem a Sumem cca 4,2 (Ligasova et al., 2015). Kromé toho je vyhodou pouziti
méd’nych iontl minimalni vliv na proteiny umoziujici souc¢asnou detekci replikace a dalSich
bunécnych slozek. V uvedené studii autofi nepozorovali negativni vliv této metody na DNA.
Autofti ale nesledovali jeji vliv na histogram DNA. (Ligasova et al., 2012). Ackoliv metoda
poskytovala vysoky pomér mezi signalem a Sumem, a tudiz jasné rozliSeni replikujicich
a nereplikujicich buné¢k, analyza histogramu DNA ukazala, Ze oproti kontrolnim buitkam doslo
k rozsiteni histogramu DNA. To vedlo ke snizeni vrcholu odpovidajicimu G1 buitkkdm a témét

vymizeni vrcholu odpovidajicimu G2/M buikéam.

Kromé¢ nukleotidu BrdU byl pouzit pro detekci replikace DNA nukleotid EAU. Ten byl
detekovan klikaci reakci. Vyhodou uvedené metody je vysoky pomér mezi signalem a Sumem
(7,7 £ 0,1). Soucasn¢ se tento zpusob ukazal vhodny pro analyzu bunécného cyklu. Pribéh
histogramu DNA byl velmi podobny histogramu kontrolnich bun¢k. Podle autori nékolika
studii (napt. Hua et Kearsey, 2011, Ligasova et al., 2015) je pouziti EQU vhodné pro detekci
syntézy DNA v experimentech vyuzivajici kratké znaceni. Kromé toho je tento ptistup velice
jednoduchy na provedeni (Salic et Mitchison, 2008). Na druhou stranu, nevyhodou miizou byt
naklady na provedeni v pifipadé¢ pouziti komeréné¢ proddvanych kith vedoucim az
k Ctyfistanasobné vys$Sim ndkladm oproti pouZiti samostatnych chemikalii. Dal§i mnohem
vyznamné&j$i nevyhodou EdU je jeho vysoka toxicita (napt. Kohlmeier et al., 2013, Zhao et al.,
2013, Ligasova et al., 2015). V nékterych studiich bylo naptiklad popsano, ze inkorporace EdU
vede ke zlomim DNA a nasledné k bunééné smrti (Kohlmeier et al., 2013; Zhao et al., 2013).
Dale bylo zji$téno, Ze hodnota IC50 u HeLa buné€k (hodnota koncentrace, ktera vede k 50%
piezivani bunék oproti kontrole) je vice nez padesatkrat nizsi u EAU neZ u BrdU (Ligasova et
al., 2015). Proto je EAU vhodné pro sledovani syntézy DNA zejména pii kratSich inkuba¢nich
¢asech (Diermeier-Daucher, et al., 2009, Ligasova et al., 2015). Kromé toho EdU neumoziiuje
soucasnou analyzu fluorescencnich proteint. Jak ukazala obdrZena data, u HeLa Fucci bunck
vedla jejich inkubace s EAU a jeho nasledna detekce pomoci klik reakce k vysokému poklesu
signalu u obou fluorescenénich proteind. U Fucci-G1-orange poklesl signal o 76,3 %
a u proteinu Fucci-G2/S/IM-green o 78,1 %. Toto pozorovani se mirn¢ lisilo od dat
publikovanych Ligasovou a kolektivem (Ligasova et al., 2017), kde pti pouziti EAU a klikaci
reakce nepozorovali zadny fluorescen¢ni signal. Divodem odliSnych pozorovani miize byt

pouziti rozdilného fixa¢niho protokolu ptipadné odliSnosti ve sloZeni klikaci smési.
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Posledni testovana metoda byla zalozena na modifikovaném nukleotidu biotin-16-
dUTP. Ten na rozdil od nukleosidi neni volné transportovan pies bunécné membrany, ale
musi byt do bunék vpraven napif. pomoci hypotonického roztoku. Biotin-16-dUTP byl
detekovan pomoci nepiimé imunofluorescence (Koberna et al., 1999). Metoda poskytovala
vysoky pomér signalu a Sumu (5,7 + 0,4) a tudiz dobré rozliSeni replikujicich
a nereplikujicich buné€k. Histogram DNA se od kontrolnich bungk 1iil pfedevsimv jeho $ifi,
tento rozdil byl minimalni. Nevyhoda této metody spociva piedev§imv pomérné vysokych
nakladech a na faktu, Ze neumozuje pouzit presné definované delsi pulsyznaéeni. V piipadé
detekce replikace u HeLa Fucci bungk, nevedla detekce biotin-16-dUTPk poklesu signalu
fluorescenénich proteinti. V piipadé Fucci-S/G2/M-Green byl signal pftiblizn¢ stejny jako
u kontrolnich bunék. V piipadé Fucci-G1-orange signalu doslo naopak k vyraznému naristu

signalu oproti kontrolnim buitkdm. Duivod tohoto zvySeni neni jasny.

Jednotlivé testované metody Ize hodnotit z né€kolika hledisek. Z hlediska poméru
signalu a Sumu byla jako nejlepsi vyhodnocena metoda vyuZzivajici k detekci replikace DNA
nukleotid EdU a klikaci reakci. Naopak jako nejhorsi se ukézala metoda zalozend na pouZiti
vysoce koncentrované kyselin¢ chlorovodikové.

Pii hodnoceni vlivu jednotlivych metod detekce replikace na intenzitu signalu
fluorescenénich proteind byly nejlepsi dvé metody. Jednak to byla metoda vyuzivajici BrdU
a jeho odhaleni pomoci DNazy | a exonukleazy Il a jednak metoda detekujici biotin-16-dUTP
pomoci protilatek.

V piipadé analyzy bunééného cyklu je mozné pouzit hned trojici metod. Jednalo se
0 i) metodu zaloZenou na DNaze | a exonukleaze I1; ii) metodu zaloZenou na nizké koncentraci
kyseliny a exonukleaze Il a iii) metodu zaloZenou na EdU.

Pfi porovnani ceny a rychlosti se jako nejlepsi ukazala metoda vyuzivajici EdU a k jeho
odhaleni pomoci klikaci reakce. Cena za jeden vzorek je v tomto piipad¢ asi 0,35 K&. Naopak,
nejvyssi naklady byly v ptipadé pouziti biotin-16-dUTP, kde je cena za jeden vzorek asi 52 K¢.

Pfi srovnani jednotlivych metod pro jejich pouZiti u riznych bunéénych linii se ukéazala
metoda vyuzivajici modifikovany nukleotid biotin-16-dUTP jako nejméné vhodna pro detekci

replikacni aktivity u primarnich linii. Pomér mezi signalem a Sumem byl u primarnich
bunéénych linii na rozdil od nukleosidu BrdU (6,2 + 3,2) a EdU (5,6 £+ 0,8) velice nizky
(pramérné 2,8 £ 0,7) a soucasné histogramy DNA byly mén¢ piehledné a jednotlivé faze

bunééného cyklu byly Spatné rozeznatelné. Toto mize byt zpisobeno naptiklad odlisnou

propustnosti buné¢né membrany pro modifikované deoxynukleotidy a nukleosidy. Zatimco
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modifikované nukleosidy jsou do bunék volné transportovany (Koberna et al., 1999),
nukleotidy musi byt do bun¢k vnaseny pomoci riznych systému (napt. Graessman et al., 1974;
Poste et al., 1976; Pagano et Weinstein, 1978; Zawada et al., 2018).
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[ Zavér
Predkladana bakalaiska prace obsahuje dvé zakladni ¢asti: teoretickou a praktickou ¢ast.
V ramci teoretické Casti bakalarské prace byla vypracovana literarni reserSe na téma
replikace jaderné DNA a mtDNA. Dale byly v této ¢asti popsany rizné metody vizualizace
syntézy DNA, jako naptiklad detekce replikace DNA pomoci radioisotopt, halogenovych
analogli nukleosidt, analogli nukleotidi nebo monitorovani fazi bunécného cyklu pomoci
fluorescenénich sond. Na zavér byly shrnuty dva zptisoby analyzy molekul pouzivanych pro
detekci replikace, a to pomoci fluorescen¢ni mikroskopie a prutokové cytometrie.
V experimentalni ¢asti bakalarské prace byly porovnavany metody detekce replikace
DNA zalozené na inkorporaci halogenovych analogii nukleosidii (BrdU, EdU) nebo pomoci
analogi nukleotidt (biotin-16-dUTP). V ptipad¢ odhaleni nukleosidu BrdU byly porovnavany
metody jeho odhaleni ve struktuife DNA pomoci DNazy | a exonukleazy Il1, nizké koncentrace
HCI a exonukledzy III, jednomocného kationu médi, 4 N HCl a 2 N HCI. Metody byly
porovnavany na zaklad¢ analyzy histogramt integralnich intenzit dané¢ metody s histogramem
kontrolnich bun¢k. Dale pak byly jednotlivé metody porovnany na zaklad¢é histogramt
praumérnych intenzit replikacnich signalt a na zakladé poméru mezi signalem a Sumem.
Jako nejlepsi metoda pro hodnoceni replikacni aktivity bunék a analyzy bunécného cyklu byla
vyhodnocena metoda vyuzivajici inkorporovany nukleosid EAU a jeho odhaleni pomoci klikaci
reakce. Jako naopak nejhor§i metoda byla vyhodnocena metoda odhalujici nukleosid BrdU
pomoci 4 N HCI. Ta vedla k denaturaci DNA, kterd znemoznila hodnoceni replikacni aktivity
a analyzu bun&cného cyklu. Z hlediska vlivu na fluorescenci fluorescencnich proteinti se jako
vhodné ukazaly metody zalozené na detekci inkorporovaného nukleosidu BrdU pomoci DNazy
| a exonukleazy Il a na detekci nukleotidu biotin-16-dUTP pomoci nepiimé
imunofluorescence. Naopak, jako nevhodné se pro tento druh analyz ukézaly metody detekce

BrdU pomoci nizké koncentrace HCI a exonukleazy 111 a detekce EdUpomoci klikaci reakce.
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