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Metody pouzivané v Laboratori molekularni cytologie a

cytometrie



1. Kultivace a diferenciace bunék

Laboratof se zabyva biologii fady bunécnych linii i primarnich buné¢nych kultur. In
vitro byly studovany jak adherentni, tak suspenzni bunééné linie, které byly kultivovany ve
vhodnych médiich a dale pasazovany, diferencovany a ovlivnény riznymi ¢inidly, jak je
kyselinu all-trans retinovou (RA), phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA), interleukin 3 (IL-
3), nebo dimethylsulfoxid (DMSO). Pro kultivace suspenznich, pfevazné leukemickych nebo
myelomovych linii, bylo pouzito médium RPMI-1640 s 10 % fetalniho teleciho séra.
Adherentni linie se vétSinou kultivovaly v médiu D-MEM s 10 % fetalniho teleciho séra.
V poslednich dvou letech jsme se v laboratofi zacali zabyvat studiem struktury chromatinu u
lidskych embryonélnich kmenovych bun¢k (hESCs), které se kultivuji na podkladové vrstvé
mySich embryondlnich fibroblastd (MEFs). Mysi embryondlni fibroblasty, izolované a
pfipravené v nasi laboratofi, byly kultivovany v médiu D-MEM s 10 % fetalniho teleciho
séra, 500 U/ml penicilinu, 5 mg/ml streptomycinu, na miskach pokrytych 0.1% zelatinou. Po
dosazeni pozadované hustoty bun¢k byl k fibroblastlim pfidan mitomycin C, po dobu 3 hodin
(10 mg/ml, Sigma-Aldrich, Némecko), coZ bylo nutné k zastaveni prolifera¢ni aktivity bunék.
Poté nasledovalo ditkkladné promyti roztokem PBS a k vrstvé MEF bun¢k byly pfidany lidské
ES bunky. Kultivace lidskych ES bunék probiha v kompletnim médiu KO-DMEM
(Invitrogen Gibco) pro ES buiiky obsahujici 500 U/ml penicilinu, 5 mg/ml streptomycinu, 200
mM  Glutamaxu (Invitrogen Gibco), NEEA (,,non-essential amino acids, PAN), pB-
merkaptoetanol (Invitrogen Gibco), KO-serum replacement (Invitrogen Gibco). Déle byl do
média pridan faktor bFGF o kone¢né koncentraci 10 ng/ml (,,Fibroblast Growth Factor®,
Invitrogen, USA) a faktor hLIF o konecné koncentraci 12 ng/ml (,,Leukaemia Inhibitory
Factor, Chemicon International, USA), které zabraiiuji diferenciaci hESCs. Je znamo, Ze LIF
faktor se pouziva k udrzeni pluripotence mysich embryonélnich kmenovych bun¢k (mESCs),
ale kultivaéni protokol z laboratote Prof. D. Meltona (Harvard University, USA) doporucuje
pouziti LIF faktoru i u hESCs. V ptfipad¢ kultivace hESCs je tfeba bunkdm vymeénovat
médium kazdy den a k jejich pasazovani se pouziva bud’ 0.05% trypsin a nebo vypichovani
kolonii kmenovych bunék. Pro indukci diferenciace, byla k buiikdm piidana 2 uM kyselina
retinova (,,all-trans retinoic acid”, RA, Sigma Aldrich) po dobu 4 dni. Pti kazdé vymeéné
kultivaéniho media byla RA znovu pfidana a 4. den se bunky fixovaly na kryci sklicka pro

DNA, RNA hybridizaci nebo byly lyzovany pro western bloty a izolaci RNA. Kultivace vSech



bun¢k probihala vzdy pfi standardnich podminkach, tj. pii teploté¢ 37°C a v atmosféte s 5%
obsahem CO..

Dale studujeme mysi embryondlni fibroblasty (MEFs) ziskané z mysi s vyblokovanou
transkrip¢ni aktivitou genu, ktery koduje lamin A/C (LMNA-/-) a dalsi buiiky s deficienci na
histonovou methyl transferazu Suv39hl (Suv39hl-/-). Tyto bunky jsou kultivovany v D-
MEM médiu. Wild type MEFs a Suv39hl-/- fibroblasty byly ziskany z laboratofe Prof.
Thomase Jenuweina, Research Institute of Molecular Pathology, Vienna Biocenter, Austria
(Max-Planck Institute of Immunobiology, Freiburg, Germany). Buiiky se kultivuji v D-MEM
(#D1152, Sigma-Aldrich, CZ) s 10 % fetalniho teleciho séra (PAN, Germany), 100 i.u./ml
penicilinu a 0.1 mg/ml streptomycinu. D-MEM (pH 7.2) obsahuje 1ul B-merkaptoetanolu
(Gibco, #31350-010), 5 ml NEEA (100x) (Gibco, # 11140-035), 5 ml pyruvatu sodného
(Gibco, # 11360-039) a 1.5g NaHCO3. Bufiky se kultivuji pfi standardnich podminkach 37°C,

ve zvlhéené atmosféte obsahujici 5% COs,.

2. Imuno-fluorescenéni znaceni interfaznich jader

Pro 3D analyzy byly buiiky fixovany po dobu 10 minut pomoci 4% paraformaldehydu,
pak nasledovala permeabilizace bun€k 8 minut roztokem 0.1% Tritonu X100 v PBS a 12
minut v roztoku 0.1% saponinu (Sigma-Aldrich, Germany) pii pokojové teploté (PT). Poté
byly preparaty oplachnuty 2x po 15 minutach v PBS a inkubovéany v 1% BSA piiblizné 1
hodinu, rovnéz pii PT. Poté byl preparat proplachnut v PBS a byly naneseny pfislusné
primarni protilatky nafedéné vétSinou v poméru 1:200 v 1% BSA. Inkubace s primarnimi
protilatkami probihala pies noc pifi 4°C. Piiklady né€kterych pouzitych protilatek jsou
nasledujici: anti-HP1la (klon 15.19s2; Upstate, USA), anti-HP1B (#07-333 Upstate, USA)
anti-HP1y (klon 42s2, Upstate, USA), anti-SC-35 (#ab11826 Abcam, Velk4 Britdnie), anti-
CENP-A (#ab13939, Abcam, Velka Britanie), anti-PML (#ab6263, Abcam, Velka Britanie),
anti-TIF1B (C-16) (sc-19168, Santa Cruz, USA), anti-Oct-3/4 (C-10) (sc-5279, Santa Cruz,
USA) a dalsi. Po inkubaci s primérni protilatkou byly preparaty promyty 2x po 5 minutach
v PBS a inkubovdny 1 hodinu pfi pokojové teploté s piisluSnou sekundarni protilatkou
konjugovanou s vhodnym fluorochromem (fedéni bylo vétSinou 1:200 v 1% BSA). Pouzili
jsme nasledujici sekundarni protilatky: anti-rabbit IgG-FITC (#F9887, Sigma, Némecko),
donkey anti-goat IgG-FITC (#sc-2024, Santa Cruz, USA), Alexa Fluor 594 goat anti-mouse
IgG (#A11005, Molecular Probes, Invitrogen, KRD Ltd., Ceska Republika). Nabarvené
preparaty byly nakonec promyty 3x po 5 minutach v PBS a celkovda DNA byly obarvena TO-



PRO-3 (R)-3 jodidem (0.04 pg/ml, Invitrogen, USA). VSechny preparaty byly pozorovany,

snimany a hodnoceny pomoci laserového konfokalniho mikroskopu.

3. Znaceni F-aktinovych vlaken pomoci phalloidinu

Adherentni bunky, kultivované na krycich mikroskopickych sklech, se fixuji 4%
paraformaldehydem, 10 min, pak se opladchnou PBS a dale se provadi permeabilizace bun¢k
0.1% Tritonem X-100 po dobu 8 min. Nasleduje omyti preparatu v PBS po dobu 5 min a na
podlozni mikroskopické sklicko se napipetuje 10 pl Phalloidinu (1g/ml, Sigma, Germany)
konjugovaného s FITC (fluorescen¢ni znacka). Kryci skla s bunkami se ponotii do vytvorené
kapky a probihé inkubace 40-45 min pii pokojové teploté a tmé. Pak se buiiky oplachnou 2x 5
min v PBS a provede se barveni bunéénych jader pomoci TO-PRO-3 iodidu (0.04 pg/ml),
inkubace 8 min pifi PT, pak nasleduje oplachnuti v 2x SSC a pfida se ,,mounting* medium

Vectashield. Vizualizace F-aktinovych vldken se provede pomoci konfokalniho mikroskopu.

4. DNA izolace z BAC/PAC Kklonii a nick translace - priprava DNA sondy pro FISH
techniku

DNA z BAC/PAC klont byla izolovana pomoci QIAGEN Large Construct kitu.
Purifikované DNA fragmenty byly znaceny pomoci DIG- nebo BIOTIN-Nick Transla¢niho
Mixu (Roche, Némecko). Podle protokolu, byl v nové syntetizované DNA kazdy 20.-25.
nukleotid modifikovan pomoci DIGOXIGENIN-11-dUTP nebo BIOTIN-16-dUTP. Velikost
fragmentli znacené DNA byla v rozmezi 200-500 nukleotidd. Pro nick translaci jsme pouzili
lug DNA, kterd byla rozpusténa v destilované vodé o konecném objemu 16ul. K tomuto
objemu byly pfidiny 4ul DIG- nebo BIOTIN-Nick translaéniho mixu. Vzorky byly
inkubovany pii 15°C, po dobu 90 min. Reakce byla zastavena ptfiddnim 1ul 0.5M EDTA a
zahtatim na 65°C, po dobu 10 min. V dal$im kroku byla aplikovéna lidska Cot-1 DNA
(Roche, Némecko), pomoci niz je eliminovana hybridizace sond k repetitivnim elementtim. V
reakcich jsme pouzili 120 ng DIG- nebo BIOTIN-znacené¢ DNA, 6ug Cot-1 DNA a “salmon
sperm” DNA, kterd byla pfidana pro ziskani celkového mnozstvi 20ug DNA. Pak byla
pfidana 1/10 objemu 3M octanu sodného a 2 objemy zchlazeného 96% ethanolu (-20°C).
Inkubace probihala pii -70°C, po dobu 30 min. Pak byly vzorky centrifugovany pii 12 000
rpm, po dobu 15 min a pelet byl pak oplachnut 400 ul 70% ethanolu (-20°C). Poté byl pelet
lyofylizovan a rozpustén ve 20 ul hybridiza¢niho pufru (Hybrizol VII od firmy Oncor, USA).



5. Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

Buiiky byly fixovany stejnym zplisobem jako pti imuno-fluorescencnim barveni a pak
nasledovala jejich permeabilizace po dobu 15 minut v 0.1 M HCl s 0.2% Tritonem X-100 v
PBS (pH 7.2), poté¢ 10 minut v 0.1 M Tris a 15 minut v 0.2% saponinu (Sigma-Aldrich,
Némecko). Dale byly fixované bunky oplachnuty v PBS 3x 2 minuty a ekvilibrace prob¢hla
po dobu 20 minut ve 20% glycerolu. Pak byla skli¢ka s bunkami 3x ponofena do tekutého
dusiku a dehydratovdna po 2 minutach v etanolové fade roztokli o koncentracich 70%, 80% a
96% pfti PT. Cilova DNA byla denaturovdna po dobu 15 minut v 50% formamidu pfi teploté
80°C. Pak néasledovala dehydratace po 2 minutach v etanolové fadé roztokli o koncentracich
70%, 80% a 96% (-20°C). Pfipravené denaturované DNA sondy byly naneseny na preparaty a
inkubovany pies noc pii 37°C ve vlhké komirce. Celochromozomové sondy byly zakoupeny
od firmy Cambio (Velkd Britanie). Sondy pro jednotlivé genové lokusy byly vétSinou
pfipraveny v nasi laboratofi z BAC a PAC klonl podle Harnicarova et al. Exp. Cell Res.
(2006). Denaturace sond probihala po dobu 10 minut pii 75°C a ,,annealing® byl 15-30 minut
pti 37°C. Komer¢ni translokacni sondy pro PML/RARa (LPH 004) geny nebo BCR/ABL
lokusy byly dodény firmou Cytocell Technologies (Velka Britdnie) nebo Oncor (USA).
Komeréni sondy byly denaturovany podle ptilozené¢ho protokolu. V dalsi fazi experimentd
byly preparaty promyvany po dobu 15 minut v 50% roztoku formamidu a 8 minut v roztoku
0.1% Tweenu ve 2 x SSC oboji pii 43°C ve vodni tiepaci lazni. Pak nasledovalo oplachnuti
preparat v 0.2% Igepalu, ktery byl rozpusStény ve 4 x SSC. Inkubace probihala 4 minuty pfi
PT. Timto krokem kon¢i postup promyvani sondy, kteréd je ptimo fluorescenén¢ znacend. Na
nepiimo znacenou sondu, napiiklad digoxigeninem nebo biotinem, se pak aplikuje pfislusna
protilatka konjugovana s fluorochromem, jako je naptiklad FITC-Avidin (Roche, Némecko)
nebo Rhodamin-anti-digoxigenin (Roche, Némecko). Dalsim krokem je inkubace po dobu 15
minut pii 37°C ve vlhké komtrce. Nadbytecnd nenavazand protilatka se pak vymyla 3x po 4
minutdch v roztoku 4 x SSC pii 37°C ve vodni lazni. Déle se preparat oplachnul ve 4 x SSC
po dobu 4 minut pfi pokojové teploté. Bunééna jadra se obarvila bud DAPI (0.2 pg/ml)
v roztoku Vectashieldu (Vector Laboratories, USA) nebo TO-PRO-3 jodidem (0,04 pg/ml,
Molecular Probes, Invitrogen, USA). Analyza se opét provadéla pomoci laserové konfokalni

mikroskopie.
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Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) je metoda, ktera se vyuZiva ke stanoveni
vybranych sekvenci DNA nebo RNA pomoci specifickych sond. Princip je uveden na

obrazku.

6. RNA-FISH

Jaderna lokalizace c-myc genovych transkriptii byla studovéna v praci Harni¢arova et
al. (2006) a Bartova et al. (2008) pomoci metody RNA-FISH (Levsky et al., 2002; Wilson et
al., 2002) V téchto experimentech jsme pouzili biotinem znacenou 50-mer oligo-prébu, jejiz
sekvence byly popsany v praci Levsky et al. (2002). Oligo-préby byly cilené na usek exonu II
a exonu III c-myc genu a jejich sekvence jsou uvedeny na webovych strankéch:
http://singerlab.aecom.yu.edu, a rovnéz publikovany v praci HarniCarova et al. (2006).
Sekvence oligo-préb jsou nasledujici: 1) 5°-TCG T*AG TCG AGG T*CA TAG TTC CT*G
TTG GTG AAG CT*A ACG TT*G AGG GGC AT-3’ and 2) 5’-CCA CAT* ACA GTC
CTG GAT* GAT GAT GTT TT*T GAT GAA GGT* CTC GTC GT*C CG-3’ and 3) 5°-
TGA CCT* TTT GCC AGG AGC CT*G CCT CTT TT*C CAC AGA AAC AAC AT*C
GAT* TT-3’ and 4) CTG GT*G CAT TTT CGG T*TG TTG CTG AT*C TGT CTC AGG
ACT* CTG ACA CT*G TC-3’ and 5) GGC CTT* TTC ATT* GTT TT*C CAA CTC CGG



GAT* CTG GT*C ACG CAG GGC AAA AA-3’ (hvézdicka znaci inkorporovany biotin).
Vsechny roztoky pro RNA-FISH byly pfipraveny ve 2x destilované vod¢ s rozpusSténym
dietylpyrokarbonatem (DEPC) (Harnicarova et al. 2006).

Buiiky, které rostly na krycich sklech byly opldchnuty 1x PBS-MgCl, (PBS-M) a déle
byly fixovany 10 min pti PT ve 4% formaldehydu, ktery byl smichan s 10% kyseliny octové,
coz zvysovalo pravdépodobnost detekce jaderné RNA. Permeabilizace byla provedena v 0.5%
Tritonu X100 po dobu 5 min, na ledu. Pak byla buné¢na jadra permeabilizovana v 0.1%
saponinu, po dobu 10 min. Déle byly preparaty oplachnuty 3x 5 min v PBS-M a 5 min v 2 x
SSC pti PT. Nakonec byly buiiky permeabilizovany v 70% etanolu, pies noc, pii 4°C. Druhy
den byly buiky rehydratovany 10 min pfi PT v PBS-M a dale denaturovany 10 min v 50%
formamidu. Nasledn& probéhla hybridizace po dobu 4 hodin, pii 37°C, ve 20 pl hybridizaéni
smési, kterd obsahovala: 10% dextran sulfate, 1 pg/ul tRNA v 2 x SSC, 1 pmol/ul kazdého
biotin-konjugovaného oligonukleotidu. Po hybridizaci byly buiiky oplachnuty 3x 5 min v 4 x
SSC s 0.1% Tweenem 20, pti PT a 20 min v 4 x SSC s 0.1% Tweenem 20 a 3% BSA, pii PT.
Nasledn¢ byl aplikovan FITC-konjugovany avidin (Oncor, USA) po dobu 20 min, pii PT.
Nakonec byly buiiky proplachnuty 3x 5 min v4 x SSC s 0.1% Tweenem. K vizualizaci
interfaznich jader byl pouzit TO-PRO-3 jodid (0.04 pg/ml) rozpustény v 2 x SSC. K ovéfeni
RNA-FISH vysledkii jsme pouZili ovlivnéni bunék RNazou A (100 pg/ml), kterd byla ptidana
ke kontrolnim buitkdm 1 hodinu pied hybridizaci. Pak byly buniky oplachnuty 3x 15 min pfi
42°C v 50% formamidu, ktery byl rozpustén ve 2 x SSC (pH 7.0). Dale byly preparaty
oplachnuty v 0.1 x SSC (pH 7.0), 3x 15 min, pii 60°C. V tomto piipadé jsme nepozorovali
zadné RNA-FISH signaly. Stejné jako po pusobeni 100 pg/ml a-amanitinu, ktery je
inhibitorem RNA polymerazy II.

7. Analyza a zpracovani obrazu

Obrazy fluorescenéné-naznacenych bunéénych jader byly ziskdvany pomoci
konfokalniho systému, ktery se skladd z epi-fluorescen¢niho mikroskopu Leica DMRXA
(Leica, Némecko), argon/kryptonového laseru (Innova 70, Coherent) s akusticko-opticky
laditelnym filtrem (AOTF, Brimrose) pro volbu vinové délky a konfokalni jednotky (QLC
100; VisiTech International, Velkd Britdnie). Skenovaci systém je v nasi laboratofi fizen
softwarem FISH 2.0 (Kozubek et al., 1999), ktery je instalovany na pfipojeném pocitaci.
Obrazy jsou digitalizovany pomoci pln¢ programovatelné digitalni kamery CoolSnap CCD
(Photometrix, Tucson, AZ). ZvétSeni Cocek objektivu je 100x, numericka apertura NA=1.3 a

rozliSeni je 15 pixeld na mikrometr. Adherentni buniky byly v nasich experimentech vétSinou



snimany ve 40 optickych fezech a v pfipadé imuno-barvenych bunék byla optimalizovana
intenzita fluorescence u kontrolnich vzorki, ktera pak byla pouzita k posouzeni intenzity
fluorescence u bunck experimentdlnich, naptiklad ovlivnénych HDAC inhibitory nebo
indukovanych k diferenciaci. Suspenzni bunky byly Casto snimany v 70 a vice optickych
fezech, kdy jednotliva vzdalenost mezi fezy byla 0.1-0.3 um. Analyza obrazu byla provedena
pomoci FISH 2.0 a Andor iQ softwarli a jaderné¢ topografické parametry byly statisticky
vyhodnocovany programem SigmaPlot 8.0 (Jandel Scientific, California). U jader obarvenych
imuno-fluorescencné byly distribuce vybranych proteinii studovany pomoci Andor iQ

softwaru.

V ptipadé hodnoceni radialnich distribuci jsme studovali vzdalenosti mezi
jednotlivymi homolognimi a heterolognimi genetickymi elementy a dale vzdalenost lokust od
tézisté bunécného jadra (Kozubek et al., 2002, Obr. 29). Vzdalenosti kandidatnich lokust byly
normovany na lokalni jaderny polomér a byly pocitany primérmé hodnoty. Jednotlivé tidaje
byly exportovany do programu Sigma plot (8.0) a distribuce genetickych elementll v rdmci
interfaznich jader byla zaznamenana do grafii. Na zavér byla provedena statisticka analyza
pomoci vybranych biostatistickych analyz, tak jak je uvedeno v praci Harnicarova et al.

(2006) nebo Krejéi et al. (2008).

8. Analyzy pomoci western bloti

Bunky byly lyzovany pomoci SDS-lyza¢niho pufru (50 mM Tris-HCI, pH 7.5; 1 %
SDS; 10 % glycerol) a poté sonikovany. Koncentrace proteinli byla ur€ena pomoci DC
Protein Assay kitu (Bio-Rad, Bio-Consult, Ceska, Republika) a k lyzatdm byla pfidana smés
bromfenolové modii (0.01%) a 1% PB-merkaptoetanolu (pomér 1:1). Vzorek se povaril 4-5
minut ve vodé. A vzorky jadernych proteinti o stejném mnozstvi (10 pg) a vhodné markery
byly podrobeny SDS-PAGE na 12% polyakrylamidovém gelu. Po pfeneseni proteinii na
PVDF membranu (Immobilon-P, Sigma-Aldrich, Némecko) byly proteiny detekovany
ptislusnymi priméarnimi a sekundarnimi protilatkami a vizualizovany pomoci systému ECL-
Plus reagent (Amersham Pharmacia Biotech, Ceska Republika) podle piilozeného navodu.
V laboratofi pouzivame rtzné protilatky, naptiklad: anti-HPla (klon 15.19s2; #05-689,
Upstate, USA), anti-HP1p (#07-333, Upstate, USA) and anti-HP1y (klon 42s2, #05-690,
Upstate, USA), anti-SC-35 (#ab11826, Abcam, Velka Britanie), anti-CENP-A (#ab13939,
Abcam, Velka Britanie), anti-PML (#ab6263, Abcam,Velka Britanie), anti-TIF1p (C-16) (sc-



19168, Santa Cruz, USA), anti-Oct-3/4 (C-10) (sc-5279, Santa Cruz, USA) a dal$i. Nasledné
jsou pouzity sekundarni protilatky: anti-rabbit IgG (#A4914, Sigma, Ceska Republika), anti-
goat IgG (#A4174, Sigma, Ceska Republika), anti-mouse IgG (#A9044, Sigma, Ceska
Republika) a dalsi.

9. Izolace RNA a RT-PCR

Exprese vybranych gent byla studovana pomoci semikvantitativni RT-PCR nebo
pomoci Real-Time PCR (Rotor Gene 6000, Corbett). RNA byla izolovana pomoci trizolu
(Invitrogen) nebo podle Bartova et al. (2002). Ptecisténi RNA bylo provedeno pomoci
kolonek ,,RNeasy mini spin columns” (QIAGEN). Piipadnd kontaminujici DNA byla
odstranéna pomoci DNazy (QIAGEN). cDNA byla syntetizovana z 1pg celkové RNA za
pomoci iScript cDNA kitu (Bio-Rad). Sekvence primerG pro rtizné geny jsou uvedeny v
ptiloZzenych publikacich. RT-PCR amplifikacni mix (20 pl) obsahoval 25 ng templatové
cDNA, 2x SYBR Green I Master Mix (10 pl, Roche) a 200 nM kazdého primeru.
Amplifikacni reakce probihala za pouziti termalniho cykleru Rotor-Gene 6000 (Corbett).
VétSinou jsme pouzivali nasledujici kroky: 10 min denaturace DNA pii 95°C a dale 40 cykla
pii 95°C po 15 sec; annealing pii 53°C po dobu 15 sec a elongace pii 72°C, po dobu 20 sec.
Analyza byla provedena pomoci detekéniho softwaru, ktery rovnéz ovladad Rotor-Gene 6000
(Corbett). Za pouziti standardizovanych kiivek byla stanovena exprese studovaného genu

relativné k expresi vybraného ,house-keeping* genu, napiiklad HPRT1, GAPDH nebo [3-

actinu. Vizualizace RT-PCR produktl byla rovnéZ provedena pomoci 2% agardézového gelu.

10. Konvenéni chromatinova immunoprecipitace (ChIP)

Histony byly fixovany k DNA pomoci paraformaldehydu, po dobu 10 min, pii 37°C,
tak, Ze parafornaldehyd o koncentraci 1% byl pfidan pfimo do kultivaéniho media. Bunky
byly centrifugovany, umistény na led a oplachnuty studenym PBS pufrem, ktery obsahoval
inhibitory protedz (ImM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1ug/ml aprotinin a 1pg/ml
peptastatin A). Dalsi postup byl proveden piesné podle navodu, ktery byl uvedeny v ,,ChIP
essay* kitu firmy Upstate (USA, #17-295). Bunécny lyzat byl sonikovan tak, aby se ziskaly
fragmenty DNA o velikosti 200-1000 pb, coz bylo ovéfeno na agarézovém gelu. Pro
imunoprecipitaci jsme vétSinou pouzivali nésledujici protilatky: anti-acetyl H3K9, anti-
dimethyl H3K9 a anti-trimethyl H3K9 (Upstate, USA). Po promyti histon-DNA-

immunokomplexi, nasledovalo zahiati vzorkti na 65°C, coZ uvolnilo vazbu histoni a DNA.



DNA byla ze suspenze izolovana pomoci QIAamp DNA Mini kitu (QIAGEN #51304) a
vzorek bez protilatky byl pouzit jako negativni kontrola. Pro normovani ChIP-PCR vysledka

byl pouzit lyzat vstupni DNA, kter4 neprosla imunoprecipitaci, tak zvany ,,input®.

12. ,,ChIP-on-chip*“ analyza

Epigenetické modifikace histonli byly studovany pomoci “RefSeq Promoters array”
(NimbleGen, Systems, Inc., USA), ktery obsahuje dobie charakterizované RefSeq geny.
Pouzivali jsme nasledujici array: ,,2006-07-18 HG18 RefSeq promoter, 2200 bp upstream a
500 bp downstream®. V téchto experimentech byla ChIP DNA a DNA z tak zvaného “inputu”
izolovana pomoci QIAamp DNA Mini kitu (QIAGEN #51304) a koncentrace vzorkl byla
kvantifikovana pomoci UV absorpce (260 nm). Optimalni DNA koncentrace byla dosaZena
na zafizeni Speed-Vac a ChIP-DNA byla amplifikovdna pomoci LM-PCR (“Ligation
Mediated PCR”). V tomto pifipadé¢ jsme pouzili “GenomePlex Complete Whole Genome
Amplification” (WGA) kit (Sigma, Missouri, USA, #WGA2). V prvnim kroku byly ptidany
2 ul 1x “Library Preparation Buffer” a potom 1 pl “Library Stabilization Solution”. Pak byly
vzorky kratce centrifugovany a umistény na termalni cykler zahfaty na teplotu 95°C, inkubace
probihala po dobu 2 min, pak byly vzorky umistény na led. Na zavér byl ptidan 1 pl “Library
Preparation Enzyme” a vzorky byly inkubovany pii nasledujicich teplotach a ¢asech: 16 °C,
24°C, 37°C (20 min kazdy) a pak 75°C po dobu 5 min. Na zavér byly vzorky uchovany pfi
4°C pro dalsi zpracovani. Dlouhodobé byly vzorky skladovany pii -20°C, pak probé&hla
amplifikace v doporu¢eném pufru a za nasledujicich podminek: denaturace pii 95°C, po dobu
3 min (14 cykla), pak 94°C po dobu 15 sec a “annealing/extenze” probihaly pfi teploté 65°C,
po dobu 5 min. Pak byly vzorky pieciStény pomoci PCR purifika¢niho kitu (QIAGEN
#28104) a ChIP-DNA byla rozpusténa v deionizované vodé. DNA koncentrace byla
kvantifikovana pomoci UV absorpce. Pomér OD260/280 byl nejméné¢ 1.7 a pomér
0D260/230 m¢l hodnotu nejméne 1.6. Takto pfipravené vzorky byly analyzovany pomoci
»RefSeq Promoters arrays“ (NimbleGen, Systems, Inc., USA). Statistickd vyznamnost
vysledkl byla stanovena pomoci tak zvaného “FDR score” (“False Discovery Rate score”),
které je zalozeno na ndhodnosti veli¢in. Vysledky jsou uvedeny v publikaci Krejéi et al.

(2008).
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