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TP enhancer pro citlivou RT-PCR analyzu

Reverzni transkripce je enzymaticka reakce, ktera prepisuje genetickou informaci z RNA na DNA. Tato
reakce je katalyzovana enzymem reverzni transkriptaza, ktera se vyskytuje u rfady retrovir(l. V soucasné
dobé se reverzni transkripce vyuziva v fadé aplikaci ve vyzkumu a diagnostickych testech zalozenych na
molekuldrné-genetickych pristupech. Ty zahrnuji izolace stfihovych variant gent a hodnoceni transkripcni
aktivity genl v rGznych tkanich. Pro amplifikaci DNA fragment(, které jsou obtizné amplifikovatelné
v polymerazové retézcové reakci (PCR), jsme pfipravili novy reakcni pufr zvany TPP pufr, ktery zlepsSuje
amplifikaci DNA fragmentud bohatych na GC oblasti nebo dlouhych DNA fragment(. V tomto projektu jsme
zjistovali, zda bude TPP pufr zlepSovat uéinnost transkripce pomoci M-MLV (Moloney Murine Leukemia
Virus) reverzni transkriptdzy. Zjistili jsme, Ze v pfipadé reverzni transkripce obtizné transkribovatelnych
gen( poskytuje TPP pufr lepsi vysledky nez standardni M-MLV pufr (Obr. 1).
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Obr. 1. Srovnani Gcinnosti reverzni transkripce s vyuzitim M-MLV reverzni transkriptdzy pti pouziti TPP pufru nebo
standardniho pufru pro reverzni transkripci. Byly analyzovany dva genové transkripty, Dact3 (horni panel) a Phox
(doIni panel). Reverzni transkripce byla provedena v TPP pufru (1) nebo v béiném pufru pro M-MLV reverzni
transkriptazu (2) a nasledné byla vznikla cDNA amplifikovana pomoci PCR v TPP pufru s pridanymi nukleotidy, Taq
DNA polymerazou a interkalaénim fluorescenénim barvivem SYBR green I. Vysledky jsou prezentovany vynesenim
namérené fluorescence v jednotlivych cyklech PCR (panel A a C) a fotografiemi agarézovych geld, v nichz byly PCR
amplikony separovény elektroforeticky a barveny ethidium bromidem (panel B). V panelu B jsou také vyznaceny
pozice DNA marker( (M). V téchto experimentech byly pro kaZzdy gen pouZity dvé sady PCR oligonukleotidovych
primerl. Vysledky za poufZiti jedné sady primer( jsou uvedeny v panelu A a v levé ¢asti panelu B a vysledky s druhou
sadou primerl jsou uvedeny v panelu C a v pravé ¢asti panelu B.



Kvantifikace mRNA s vyuZitim PCR a rutinné pouZivanou Taq DNA polymerazou se obvykle provadi v dvou-
krokové procedure ve dvou zkumavkach. V prvnim kroku/zkumavce je mRNA transkribovana na cDNA a
ve druhém kroku/zkumavce je ¢ast materidlu z prvni zkumavky amplifikovana pomoci PCR. Nase
experimenty ukazaly, Ze pfi pouZiti TPP pufru je moZné provést oba kroky (reverzni transkripci a PCR) ve
stejné reakcni zkumavce a s mensi koncentraci jak RNA, tak i reverzni transkriptazy. Pfimé srovnani
vysledk( obou testll (ve dvou nebo v jedné zkumavce) je uvedeno v Obr. 2. Ziskané vysledky ukazuji, ze
jedno-zkumavkové testy se snizenym mnozstvim RNA a M-MLV reverzni transkriptazy v TPP pufru davaji
vysledky srovnatelné se standardnimi dvou-zkumavkovymi testy.
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Obr. 2. Porovnani vysledku reverzni transkripce kombinované s PCR ve dvou-zkumavkovém a jedno-zkumavkovém
testu. Ve dvou-zkumavkovém testu (1) byla reverzni transkripce provedena v standardnim pufru pro reverzni
transkripci s M-MLV reverzni transkriptdzou v doporuéovaném mnoiZstvi enzymu (20 U/ul) a RNA (50 ng/ul)
v celkovém objemu 10 pl v jedné zkumavce. Jeden ul (10%) reakéni smési po reverzni transkripci byl ndsledné pouzit
k amplifikaci v PCR s vyuzitim TPP pufru. V jedno-zkumavkovém testu (2) byla reverzni transkripce provedena v TPP
pufru a se snizenou koncentraci jak RNA (5 ng/ml), tak reverzni transkriptazy (2,5 U/ul). Nasledné byla provedena
PCR v téZe zkumavce po dodani nukleotidd, Tag DNA polymerazy, oligonukleotidovych primer(i a SYBR green 1.
Vysledky jsou prezentovany vynesenim namérené fluorescence v jednotlivych cyklech PCR (panel A) a fotografii
agardzového gelu, v némz byly PCR amplikony separovany elektroforeticky a barveny ethidium bromidem (panel B).
V panelu B jsou rovnéZ uvedeny pozice DNA markert (M).

Zavér: Vysledky ukazuji, ze TPP pufr zlepsuje ucinnost reverzni transkripce a umoznuje zjednodusenou
kvantifikaci mRNA za pouziti snizeného mnozstvi jak RNA, tak i M-MLV reverzni transkriptazy.

V pripadé zajmu o dalsi informace k vysledkiim tohoto projektu nebo zakoupeni neexkluzivni licence na
prototyp soupravy pro zjednodusenou, zrychlenou a zlevnénou analyzu RNA z malych poctl bunék se
obratte na Centrum pro transfer technologii, UMG AV CR, Videriska 1083, 14220 Praha 4, Tel. 420-241
063 227 nebo 420-602 892 876, e-mail: ctt@img.cas.cz




