Lightcycler RT-PCR
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DNA je nositelem genetické informace a urcuje vyvoj celého organismu. Objev jeji struktury a funkce znamenal
velky prilom a nasledné doSlo i k velkému rozvoji molekularné-biologické analyzy. Tato analyza je jednou z

i v oborech, jako je archeologie, zoologie, botanika, klinickd diagnostika, nebo kriminalistika. Z medicinského hlediska
molekularné-biologickou analyzu vyuzivaji zejména obory jako farmakogenetika/genomika, nutrigenomika, prenatalni a
preimplantaéni diagnostika, mikrobiologie a dalSi klinické obory, jejichZz soucasti je obecné analyza nukleovych kyselin.

Na nasi katedfe pouzivame jako experimentalni model buné&né kultury, které jsou dnes jiz nenahraditelnym nastrojem
pouzivanym ve vyzkumu. Mimo jiné slouzi napfiklad pro studium protinadorové Ié€by a cilené terapie. V poslednich dvou
dekadach se jejich pouziti pfi studiu nadorové biologie ukazalo jako neocenitelné, z divodu lepsiho porozuméni vyvoje
nadoru, progrese metastaz a interakci s nadorovym stromatem. Pouziti buné&nych linii se stalo nedilnou soucasti studia
molekularné-biologickych technik, charakterizace genetickych a epigenetickych procesu a také studia prognostickych
a prediktivnich marker(i pro mozZnou individualizaci terapie.

Lightcycler 96 je pfistroj umozfiujici kvantitativni stanoveni mnozstvi DNA a detekci genové exprese pomoci absolutni,
nebo relativni kvantifikace genu v realném ¢ase na zakladé méfeni fluorescence. Jedna se o gradientovy real-time
PCR pfistroj, ktery vyuziva technologii Peltierovych ¢€lankd umozriujicich rychlé zmény teplot vyzadované pro tuto
techniku. Dale muze byt provadéna vysokorozliSovaci analyza (HRM) umoznujici detekci mutaci vzorkd pomoci kfivek
teplot tani se specificky navrzenymi sondami pokryvajicimi jednotlivé mutace. Touto analyzou je umoznéna detekce
rozdili mezi dvéma testovanymi DNA sekvencemi a to az na urovni rozdilu jednotlivych nukleotidd napf. pro detekci
jednonukleotidovych polymorfismd (SNP) nebo pro analyzu mutaci.

PFistroj je vybaveny 96-jamkovym blokem, ve kterém mohou byt vzorky analyzovany v samostatnych zkumavkach, 8-
zkumavkovych stripech nebo 96-jamkovych desti¢kach, coz umozriuje otestovat az 96 vzorkd najednou béhem jedné
analyzy. Diky tomu dochazi jak ke zrychleni pFipravy vzork(, tak samostatné analyzy a tim i zvySeni efektivity zpracovani.

V nasi laboratofi jsme dosud vyuzivali PCR cyklér, ktery mél zabudovanou kameru, kolem které byly jednotlivé vzorky
posouvany a tim dochazelo ke snimani fluorescence. V pfistroji Lightcycler96 je fluorescence vSech vzorkll snimana
soucasné pomoci CCD kamery, ktera je namifena na kazdou jamku zvlast, ¢imz nedochazi k pohybu kamery ani vzork.
Tim je zajiSténa kompaktnost vSech méreni a narust fluorescence je tak méren vzdy za stejnych podminek.

Pro méfeni fluorescence béhem analyzy je jako zdroj excitace pouzita LED dioda a na pfistroji je mozné vyuzit a
kombinovat 4 rGzné excitaéni a 4 emisni (detekéni) filtry, coz umoznuje zaroven analyzovat rizné fluorofory béhem
jedné reakce. Lightcycler96 disponuje témito excitacnimi/emisnimi moznostmi: excitace 470 nm/emise 514 nm (mj. pro
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detekci fluorofor: SYBR, FAM, ResoLight dye); excitace 533 nm /emise 572 nm (mj. pro detekci fluorofort: VIC, Hex,
Yellow555); excitace 577 nm/emise 620 nm (mj. pro detekci fluoroford: Red610, Texas Red), excitace 645 nm/emise
697 nm (mj. pro detekci fluorofora:Cy5).

Diky nakupu pfistroje Lightcycler96 jsme doplnili pfistrojové vybaveni molekularné-biologické laboratofe, coz nam
pomize ziskavat informace o bunéénych procesech na Urovni DNA a také umozni komplexnéjsi posouzeni vSech
fyziologickych a patologickych procesu, coZz by mohlo v budoucnu zefektivnit 1é¢ebné strategie nékterych zavaznych
onemocnéni. Tento pfistroj je vyuzivan studenty Lékarské a Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v ramci jejich
postgradudlniho studia a umozriuje jim efektivnéjsi zpracovani biologickych vzorkl. Ziskané vysledky studenti pouZiji pro
publikaéni aktivitu, reprezentaci fakulty na tuzemskych a mezinarodnich konferencich a v neposledni fadé i k GspéSnému
dokongeni jejich studia.
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