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SYNTEZA cDNA ‘ Pruyodee laboratori

cDNA (complementary cDNA) je DNA syntetizovana podle RNA, v laboratornich postupech nejcasté;ji

mMRNA, v reakci katalyzované enzymem reverzni transkriptazou.

U eukaryotickych organismi mRNA vznikda post-transkripéni Upravou pre-mRNA, kterd je syntetizovana pfi samotné
transkripci genu. Pfi post-transkripcni modifikaci jsou odstranény introny, je doddna 5’metyl guaninova cepicka a pfi
procesu zvaném polyadenylace je také na 3’ konec pfidan tzv. poly-A konec. Poly-A konec je Usekem za sebou usporadanych
adenosin monofosfatl. Vzhledem k odstranéni intronl pfi post-transkripéni modifikaci, syntézou cDNA ziskavame kddujici
sekvenci daného genu, tj. sekvenci bez intrond.

ZAKLADNI POSTUP PRI PRIPRAVE cDNA

Syntéza cDNA se odviji v téchto krocich:

1. krok: Pfiprava kvalitni RNA nebo mRNA

2. krok: Samotnd syntéza cDNA

3. krok: Ovéreni spravnosti syntézy pomoci PCR

e Pro iniciaci syntézy jsou jako primery vyuzivany poly-dT (komplementdrni k poly-A na konci kazdého
genu) nebo se vyuzivd smés nahodnych hexanukleotid(l, nebo i specifické oligonukleotidy, pokud
chceme cDNA jen k néjakému konkrétnimu genu a mame néjakou informaci o sekvenci.

« Cinnosti reverzni transkriptazy se podle molekuly RNA vytvafi 1. vldkno cDNA a tim vznika hybridni

dvouvldknovd molekula RNA-DNA. VIdkno RNA se odstrani pomoci RN4azy H.

e K 1. vldknu cDNA se syntetizuje 2. vldkno cDNA a tim vznika dvouvldknova molekula DNA.

REAKCNI FAZE
1. Denaturace RNA pfi 65 °C. RNA je denaturovéna pro  Cepicka g5'UTR Kddujicisekvence (CSD) 3'UTR Poly-A
h |

odstranéni sekundarnich struktur na jeji molekule, které > [AAA]3
zde mohou byt formovany vzhledem k jednoretézcové iSyntéza cDNA
struktufe RNA.
2. Syntéza prvniho fetézce cDNA. Syntéza probiha 5'ﬁ | |AAAjE
podle Fetézce RNA prostfednictvim RT transkriptézy, o -
kterd pro iniciaci syntézy vyuZiva poly-dT Otigo-dT
komplementarnich  k poly-A  koncim,  pfipadné l
hexanukleotidy ¢i specifické oligonukleotidy a syntéozu S,F | [RAAJY
pr,ovadl pomoci d_odanych dNTP (smési nukleotidd). s e [TT 1>
Vysledkem reakce je DNA-RNA molekula.
3. Odstranéni fetézce RNA z molekuly DNA-RNA. Pro lPCR
odstranéni RNA fetézce je vyuzivdna RNasa H. Primer
4. Syntéza druhého vlakna prostiednictvim PCR. Pro s > ¥
syntézu druhého vldkna je vyuZivana klasickd PCR 3 1. viakno cDNA I
s primerem specifickym pro cilovy usek. l
Primer
5'- 2. vldkno cDNA I3
3 " TTT)5
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POSTUP PRI PRIPRAVE cDNA

Uvddime nejCastéji pouzivany postup. Nicméné dle doporuceni vyrobce zvolené reverzni
transkriptazy se konkrétni postup mize mirné lisit.

Reakce:
Syntéza 1. vlakna cDNA:

1. Dle uvedené tabulky pfipravte smés RNA, primeru, dNTP, doplite vodou tak, aby objem celé
reakce po doplnéni vsech dalSich komponent byl 20 pl.

Jako templat by méla byt pouzivana RNA bez jakékoliv kontaminace genomovou DNA. Pti izolaci RNA
se proto doporucuje zahrnout krok s ptisobenim DN4azy.

Doporuceno
ParaIeIné s kazdym testovanym vzorkem pftipravte vzorek jeho negativni kontroly (tzv. RT(-)). Pro

vzorek negativni kontroly pouzijete vSsechny komponenty jako pouZijete u daného vzorku az na
reverzni transkriptdzu. Pfi pripravé negativni kontroly postupujete identickym zplUsobem jako pfi
pfipravé samotnych testovanych vzork(. Kontrola RT(-) ndm ukaze, jestli ve vzorku RNA, ktery byl
pouzit pro pripravu cDNA, nebyla kontaminace genomovou DNA. Pfiprava kontroly RT(-) je
doporucovéana zejména, pokud jsou vzorky cDNA vyuZzivany ke kvantifikaci transkriptu.

poly(A)+ mRNA nebo 2ng-1pg
celkova RNA nebo 10ng-5ug
specificky transkript RNA 0,5-1pg
Oligo(dT) nebo 0,5 ug
Nahodny hexamer nebo 0,2 ug

GSP (genové-specificky primer) 100 pmol
pufr 1x

dNTP Mix, 10mM (0,5-1)mM
RNase Inhibitor 1u/ul

DTT 5mM
Reverzni transkriptaza 25 U/ul

2. RNA denaturujte inkubaci pfipravené smési pfi 65 °C 5 min., poté rychle vloZte na led a nechte
inkubovat alespori 1 min.
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3. Pridejte pufr, DTT, RNase inhibitor a na zavér reverzni transkriptazu. Lehce promichejte, kratce
centrifugujte.

4. Nechte inkubovat 50 min pfi 42 °C (teplota a délka inkubace zavisi na typu reverzni transkriptazy).
5. Ukoncete reakci inkubaci v 70 °C 15 min. Zchladte na ledu a centrifugujte.

6. PFidejte 1 pl RNasy H a inkubujte v 37 °C po 20 min.

Syntéza 2. vlakna cDNA:

Syntéza 2. vlakna cDNA probiha pomoci standardni PCR s primery k cilovému genu.

Produkty PCR muZete ovéfit elektroforetickou separaci a ovéfite tak i syntézu cDNA. Pokud jste

- pfipravovali také negativni kontrolu RT(-), po PCR reakci byste v této negativni kontrole neméli dostat
zadny PCR produkt. A pokud vdm po PCR vtéto kontrole produkt vznikne, je to na zakladé
kontaminace genomovou DNA, a to pozlstatkem genomové DNA ve vzorku RNA.
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