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Real - time PCR w badaniach hodowli
komorkowych.
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Reakcja tancuchowa polimerazy DNA z analiza ilosci produktu w czasie rzeczywistym (ang. real -
time PCR) to jedna z najnowoczesniejszych metod analitycznych majacych zastosowanie w genetyce,
biologii molekularnej, mikrobiologii, wirusologii, onkologii, diagnostyce medycznej i innych
pokrewnych dziedzinach. Wykorzystanie sond fluorescencyjnych pozwala nie tylko na monitorowanie
przyrostu ilosci produktu amplifikacji w kazdym cyklu prowadzonej reakcji PCR, a takze jego ocene
jakosciowa. Real-time PCR umozliwia oznaczanie ilosci kwasow nukleinowych w materiale badanym
oraz wykrywania nawet niewielkich zmian w obrebie amplifikowanych sekwencji, dzieki czemu
technika ta jest niezwykle cennym narzedziem znajdujacym zastosowanie zarowno w badaniach
naukowych jak i w diagnostyce molekularnej. Prowadzenie hodowli komérkowych in vitro wcigz
pozostaje standardem w wirusologii i toksykologii. Technika ta umozliwia precyzyjna kontrole
srodowiska oraz utatwia utrzymanie jednorodnosci badanych prébek. Jednoczesnie problemem jest
ocena efektu cytopatycznego oraz potencjalnej kontaminacji hodowli. Rozwigzanie tych zagadnien
stanowi system xCELLigence (Roche), umozliwiajacy pelne monitorowanie w czasie rzeczywistym
proliferacji i wzrostu komorek bez koniecznosci stosowania znacznikéw takich jak MTT, XTT czy
WST-1.

Prowadzacy:

- dr Marcin Hotysz notka , Katedra i Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej, Uniwersytet
Medyczny w Poznaniu
- dr Tomasz Dzieciatkowski notka , Centralny Szpital Kliniczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Umiejetnosci jakie musza posiadac¢ uczestnicy warsztatow przed przystapieniem do zajec:

- elementarne zasady pracy w laboratorium (praca jatowa, obstuga pipet automatycznych)

- przydatna bedzie znajomos¢ podstaw PCR

- z warsztatow skorzystaja réwniez osoby, ktdre zetknely sie juz z technologia real-time PCR
(wartoscia bedzie mozliwos$¢ konsultacji trudniejszych przypadkow z doswiadczonymi
uzytkownikami réznych platform sprzetowych)

Umiejetnosci jakie nabeda uczestnicy warsztatow:

- dobor i zakup sprzetu do prowadzenia reakcji Real-time PCR

- projektowanie eksperymentéw - projektowanie starteréw i sond do oznaczen ilosciowych
i jakosciowych technika real-time PCR

- przeprowadzanie oznaczen ilosSciowych (kwantyfikacja wzgledna i bezwzgledna)

- przeprowadzanie oznaczen jakosciowych (genotypowanie SNP)

- rozwiazywanie problemdw technicznych zwiazanych z analiza wynikdw i obstuga sprzetu

- w trakcie warsztatow bedzie tez mozliwos¢ konsultacji wlasnych wynikéw uczestnikow kursu
z doswiadczonymi uzytkownikami roznych platform sprzetowych, praktykami w dziedzinie technik
biologii molekularnej)

- podstawy prowadzenia hodowli komérkowych in vitro

Zajecia praktyczne oparte beda o nastepujace reakcje, znajdujace zastosowanie w molekularnej
diagnostyce medycznej:

- ilosSciowe oznaczanie poziomu wirusowego DNA z uzyciem sond LightCycler w uktadzie multiplex

- genotypowanie pojedynczo-nukleotydowych polimorfizmow (SNP) za pomoca krzywych topnienia
wysokiej rozdzielczosci (High Resolution Melting, HRM)

- monitorowanie w czasie rzeczywistym zmian w hodowli komoérkowej z uzyciem systemu
xCELLigence

PROGRAM
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DZIEN 1 | 27 maja 2010
Ruoepeoczgein war sz bakda 10 min

iybdad: 45 min
Podstawy tech nild Real-time PCR

*  podtawy bedhreki Realtime PCR

*  fermmaty detebai (sordy, barwniki, Auoradhnanmy])

*  pommerklaburs swigrans @ bedhniky Realtime PR (O, Cp, A4, krzywa
stardiar dowa, veydaineg € reaked )

Przed stawianie planu zajed prakbycanych (przekazanie protolobiw i omdwisnie 15 min
D czen )

Zajecis prakiyezre: 120 eair
Przygobowanie he dowli komadowych do zakaz enia, ocena hodowli; z akazenie
hadowli

Przernsa ra cbisd 45 mnin

Zajgcla praldyczre: 20 mnin
2ap ornanie fie ¢ urzadzenienm do prowadzenia reakeji PCR 2 nioklivsed cig
pomiary w czasie rreczywistym (zasada dzialania, aplikacje, software)

Zajqcia prabkiyczra: 75 mim
Przygotowanie i przeprowadzenie reakcjiz Genotypowanie

po jed yn oz onubdestyd ewepch zmian (SMPs) metoda High Resolution Melting

(HRM)

hiykdad: 45 min

Projektowanie sond i primerdw
drMaroin Hofper notks |, Katedra / Zaklad Biochemil | Biologi Mokedulame), Univeis pled
My w Poenanu

iybdad: 45 min

Planowanie i o ptym alizacja ebspermentow real-time PCR
dr Tomasr Oriedatiovsdi notéa —, Centraly Sxodal Kinfaap, Warsrawsls Lhiwersptal
Medyzny

Zakericzerie dria
DZIEN 2 | 28 majs 2010
Roz poczecie vwars zhabdw 10 min

Zajqcia prabkiyczra: 100 rivin
Przygotowanie matrycy do reakcji PCR, czyli iz olacja DMNA 2 prabelks kiliniczny b

Zajgcia praldyczre: T5 min
Preygolowanie | przeprowadzenie reake jiz lofciowe badanie ebecnodcl wirusa
opryszezhd (HEY) 2 wylorzystaniem sond LightCycler oraz analizy bezywych

topnienia produlddw reake§ PCR

ykdad: &0 min
Prabtyczne rady d obyczace zabupu | eksploatac i urz adzen real-time PCR

o Marcin Hofper notca |, KatedRa § Zabad Biochemil | Bioteoi Molsdulme) Urive s pled
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2astosowania technild real-time PCR w diagnostyce medyoznej
o Tomasr Oriecythovek notks —, Cenbrabhy Seodal Kinieny Warsrawsl Lhiversplel Medjeaay

Sesja "TROUBLESHOOTING", czyli wspdlne rozwiazywanie problemdw technicznych
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Potrzebne regulacje dot. norm i zasad halasu
turbin wiatrowych

Uwaza prof. Anna Preis z Uniwersytetu Adama Mickiewicza.

24-04-2024

Naukowcy zbadali, jakie obrazy zapadaja
czesciej w pamiec

Wynika z badania opublikowanego w Nature Human Behaviour.

24-04-2024

Czlowiek poprzez emisje gazow spowodowatl
ocieplenie

Przypomnieli cztonkowie Komitetu przy Prezydium PAN.
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Sztuczna inteligencja diagnozuje spektrum
autyzmu

Robi to lepiej niz specjalisci.

24-04-2024

Autonomiczne hulajnoqgi elektrvczne

Moglyby same wraca¢ do punktow tadowania.

24-04-2024

Wvdano pierwszy atlas geologicznv Ksiezvca

Zestaw map zostat wydany w jezyku chinskim i angielskim.

24-04-2024

Cechach psychopatyczne, a halasliwe
samochody

Nowebadania profesor psychologii Julie Aitken Schermer .
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Szczepienia dorostvch sa tak samo wazne, jak
szczepienia dzieci

Uwazaja lekarze i epidemiolodzy.
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