Metody analyzy RNA

Na Ustavu molekuldrni a translaéni mediciny je také oddéleni zabyvajici se analyzou RNA. Pro tuto
analyzu jsou k dispozici dva zakladni nastroje. Prvnim nastrojem je real-time PCR, tedy polymerazova

fetézova reakce v redlném case, a druhym je metoda DNA Cipu.

Polymerdzova retézova reakce je biochemickd metoda slouZici ke zmnoZeni DNA. VyuZiva se zde
enzym polymerdza z tepelné odolné bakterie. Tato metoda ma tfi kroky, které musi byt peclivé
naplanovany. Prvnim krokem je denaturace, kdy se za vysoké teploty okolo 95°C rozpoji
dvousroubovice DNA do jednotlivych fetézcl. Ve druhém kroku se sniZi teplota na 50 — 60°C tak, aby
se mohly pripojit kratké useky DNA, tzv. primery, které urcuji zacatek nového vlakna. V poslednim
kroku se syntetizuje zbytek DNA pomoci polymerazy pfi teploté cca 75°C. Tento cyklus se nékolikrat
opakuje v pristroji umoznujicim rychlé zmény teplot zvaném termocykler. Protoze tato metoda mnozi
pouze DNA, je nutné zkoumanou RNA pievést na DNA pomoci enzymu reverzni transkriptazy, ktery je
vlastni RNA virim jako je HIV nebo chripkovy virus. Pokud pouZijeme fluorescenéné znacené primery
a termocykler se schopnosti osvitit vzorek v kazdém cyklu a snimat fluorescenci, miZzeme ziskat
informace o prlbéhu reakce v redlném case. Ty geny, které jsou ve vzorku zastoupeny vice, se tak
budou mnotzit rychleji a intenzivnéji nez geny zastoupené sporadicky. Tato metoda se v praxi vyuziva
k detekci a kvantifikaci rdznych mutaci, Ize ji také pouzit k detekci cirkulujicich nddorovych bunék
rGznych typl ndador(, napf. plic, stfeva, slinivky a prsu. Cirkulujici nadorové buriky se mohou stat

zarodkem nového nadoru v libovolné vzdalenosti od plvodniho loZiska.

Metoda DNA cipu vyuziva modernich poznatk( a dovednosti v oblasti miniaturizace. PGvodni nazev je
DNA microarray, DNA Cip je pojmenovani vzniklé z analogie s klasickym Cipem, kde je velké mnozstvi
tranzistort na malé plose. U DNA Cipu je na malé plose velké mnoZstvi kratkych usekld DNA, tzv. prob.
Typicky prabéh DNA ¢ipového experimentu zacind u mediatorové RNA (mRNA), jeZ slouzi k pfenosu
genetické informace k ribozomdm, které na zakladé této RNA tvofi proteiny. Mediatorova RNA se
prevede pomoci reverzni transkriptdzy na analogické iseky DNA, takzvané cDNA. Tato cDNA se znaci
fluorescencni znackou a poté se inkubuje s ¢ipem. Tam, kde dojde k navazani usekl cDNA na cip, se
po ozareni rozsviti znacka. Pfi pouZiti vice druhl znacek Ize na jednom Cipu analyzovat vice vzork( a
pfimo porovnavat intenzitu zareni. VétSinou se na jednom Ccipu analyzuji vedle sebe vzorek
konkrétniho onemocnéni, napriklad nadoru, a k tomu korespondujici vzorek zdravé tkané. Analyza
genu, které jsou v jednotlivych vzorcich odlisSné exprimovany, probihd pomoci specializovaného
softwaru. Ten ma v paméti uloZzeny pozice jednotlivych préb a mizZe tak priradit intenzitu signalu
ke konkrétnim genlim. Klinicky Ize tuto metodu vyuzit k doplnéni standardnich genetickych vysetieni,

napfr. pfi detekci vrozenych genetickych vad.



Obr. 1 Real-time PCR: Zafizeni pro Real-time PCR

Obr. 2 Affymetrix: Souprava zafizeni pro analyzu na DNA Cipech firmy Affymetrix.




