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ABSTRACT

Real Time — PCR is a very sensitive and robust method based on the standard principle of
PCR reaction. This is very good for gene expression investigation, too. Gene expression is the
process by which a gene’s coded information is converted into the structured present and
operating in the cell. We check Real Time — PCR system convenient for this purpose. For the
investigation of this genes expression.
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ABSTRAKT

Metoda Real Time — PCR je velice citliva a robustni metoda zalozena na principu konvencni
PCR. Citlivost této metody je vhodna i pro zkoumani genové exprese. Genova exprese je
proces, pii kterém geny kodujici informaci jsou ,,.Cteny*™ a pievedeny v redlné existujici
bunécnou strukturu nebo funkci. Piedpokladdme pouziti metody Real Time — PCR predevsim
pro toto zkoumani.
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UvVOD

Polymerazova fteté¢zova reakce (PCR — Polymerase Chain Reaction) dovoluje
nasyntetizovat uréitou, pozadovanou &ast DNA v mnozstvi vice jak 10° kopii. PCR je
zalozena na cyklickém stfidani teplot pii kterych stfidavé dochézi k denaturaci dsDNA,
nasedani primert (kratkych oligonukleotidii specifickych k cilové sekvenci DNA) a syntéze
nového, komplementarniho vldkna DNA. Vysledny produkt reakce, po probéhnuti vsech
cykld, je elektroforeticky rozdélen a vizualizovan na agar6zovém gelu. PCR v redlném Case
(Real Time — PCR, RT — PCR, qPCR) je metoda zalozena na principu PCR, mnozstvi
nasyntetizované DNA se monitoruje po kazdé jedné reakci, tim je zajisténa vysoka senzitivita
a robustnost reakce pii které jsme schopni detekovat i malé rozdily nebo mnozstvi DNA.
Tento rozdil ¢ini z Real Time — PCR vhodny nastroj pro aplikace jako jsou kvantifikace nebo



detekce genové exprese. Tyto aplikace jsou jiz pro konvenéni PCR senzitivné nedostupné.
Genova exprese je proces, pii kterém geny kodujici informaci jsou ,,Cteny* a pievedeny v
realné existujici bunéénou strukturu nebo funkci. Pro relativni kvantifikaci genové exprese
byla vybrana skupina 4 gend u kterych byla zjiSténa zavislost genové exprese na
embryonalnim stadiu. Myosin Heavy Chain 3 (MYH3, MyHC) jednim ze zékladnich proteint
zodpovédnych za konverzi chemické energie z hydrolyzy ATP na energii mechanickou (Sun
et al., 2001); Periostin (POSTN) je exprimovan béhem embryonalniho vyvoje v srdci zadrodku
(Kruzynska-Frejtag et al., 2001); Tumor Protein p53-Binding Protein 1 (TSF-97, TP53BP1)
gen kodujici protein véazajici multifunkéni protein pS3 (Iwabuchi et al., 1998); Tyrosine 3-
monooxygenase/Tryptophan  5-monooxygenase Activation Protein, (YWHAQ, Theta
Isoform) protein podilejici se na bunécné apoptdze a proliferaci (Malaspina, et al., 2000).
Jako referen¢ni gen resp. housekeeping gen (HKG) byl pouzit gen pro Cyclophylin (Vallée et
al., 2003). Jako HKG se oznacuji geny, které maji relativné stale stejnou expresi ve vsech
tkanich a vyvojovych stadiich. Vzorky byly ziskany ze svalové tkan¢ plodu o staii 45 dni,
tkan z matek byla odbrana biopsii. Z téchto vzorki byla izolovana celkovda RNA a pomoci
reverzni transkripce ziskdna cDNA, kterd byla pouzita pro Real Time — PCR. Kvantifikace
genové exprese byla vyjadfovana jako relativni. Nasim cilem je studium moznych vztahii
genové exprese a piipadnych zmén v ndmi vybranych genech.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky tkédné byly odebirdny ze stehenni svaloviny plodu o staii 45 dni a ze steleni
svaloviny prasnice plemene CBU. Vzorky z prasnice byly odebirany biopsii. Nativni vzorky
uchovany v RNAlater (Sigma) pii -20 °C. Homogenizace vzorku probihala v homogenizatoru
FastPrep FP 120 (ThermoSavant) Pro izolaci RNA resp. mRNA byl pouzit komer¢ni kit
FastRNA Pro Green Kit (Q-BlOgene), vytézek celkové RNA byl detekovan
spektrofotometricky na pfistroji GeneQuant (Pharmacia Biotech) a ovéfen na denaturacnim
polyakrylamidovém gelu. 1zolaty vzorkt byly skladovany pii -50 °C. Reverzni transkripce o
jednotné koncentraci 2 pg celkové RNA na reakci byla provedena pomoci kitu Omniscript RT
(QIAGEN). Pro ptfipravu primert byl pouzit program Primer Express (Applied Bisystems) a
Oligo. Vlastni PCR reakce probihala v pfistroji 7500 Real Time — PCR System (Applied
Biosystems), vyhodnocovaci software SDS 1.2 (Applied Biosystems), chemismus SYBR
Green PCR Master Mix, pro zamezeni kontaminace byla do kazdé reakce aplikovana Uracil
N-glykosylasa (GeneAmp, Applied Biosystems). Teplotni profil reakce: ivodni teplota pro
pusobeni UNG: 50 °C/2 min., PCR: 95 °C/10 min, 40 x (95 °C/15 s., 60 °C/1 min).

VYSLEDKY A DISKUZE

Momentalné mame k dispozici pouze pilotni reakce s vySe zminénymi geny a jednim
housekeepingovym genem. Uvodni kontaminované reakce nas donutily pouzit v kazdé reakci
Uracil N-glykosylasu a dTTP nahradit dUTP (Longo ef al., 1990). V tab. 1 je graficky ptiklad
relativni genové exprese vypocitané pomoci metody ddCt. Geny plodu: MYH3, POSTN,



TPB, YWHAQ (PL) jsou standardizovany k HKG a vztazeny k detektoru resp. k expresi
vzorku prasnice (M). Vysledky jsou znazornény v logaritmické skale.

Tab. 1: Relativni genova exprese gent: MYH3 POSTN, TPB, YWHAQ.
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ZAVER

Po standardizaci této metody na naSem pracovisti planujeme vyuzit metody Real Time
— PCR pro rutinni testovani genové exprese a alelické diskriminaci pozadovanych gent.
V nejbliz§im horizontu planujeme porovnani: jednokrokového (RT a Real Time — PCR
v jedné zkumavce) a dvoukrokového postupu reakce; riznych komparativnich metod vypoctu
relativni kvantifikace apod.
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