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Real - time PCR w badaniach hodowli
komorkowych.
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Real - time PCR w badaniach hodowli komérkowych
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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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DEIEN 1 | 27 maja 2010
Ruoepeoczgein war sz bakda 10 min

iybdad: 45 min
Podstawy tech nild Real-time PCR

*  podktawy bedhrdkd R ealtime PR

*  fermmaty detebai (sordy, barwniki, Auoradhnanmy])

*  pomerklaburs swigrans @ bedhniky Realtime PR (O, Cp, 848, krzywa
stardardows, wydajnodd reakci )

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

Przerva ra obizd 45 min

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

Zajgcia prabiyozre: 75 min
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

o Marcin Hofper notia , Katedra § Zakfad Biochemii § Bioogi Mokl me), Unives pel
My w Poenanu

iybdad: 45 min
Planowanie i o ptym alizacja ebspermentow real-time PCR

o Tomasr Oriedgtkowshi notka —, Cenbraly Saoital Kinfen . Warsrawsls Lhivrersptal

Medyzny

Zakeficzerie dria

DZIEN 2 | 28 majs 2010
Roz poczecie vwars zhabdw 10 min
Zajqcia prabkiyczra: 100 rivin

Przyqotowanie matrycy do reabcji PCR, czyli izolacja DNA z prabek klinicznych

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

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

o Marcin Hofper notca |, KatedFa § Zabad Biochemil | Bioleai Moldulmel Urivers pled

Medyeny w Pornaniv

Przarva ra obisd
ybdad:

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

o Tomasr Driedgtbows notks —, Genbralhy Sapital Kinfiany Warsrawsld Lhivversptel Medleany
- Marcin Hofper notca |, Kaledbs § Zakfad Slochemil | Siofogi Moddudamef, Linivesped Meopany
W Foanani
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Dygestoria SIMPLY12 i SIMPLY15 - prostota i
bezpieczenstwo

Nowoczesne stanowiska do pracy z chemikaliami.
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Nie tylko ludzie lubia grzyby

Grzybami interesuja sie nie tylko ludzie, ale takze bardzo rézne grupy owadow.
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Warto chodzic na lekcje WF i jesc zdrowe
drugie sniadanie w szkole

Nawet taka choroba jak cukrzyca nie zwalnia z lekcji wychowania fizycznego.

S

02-09-2025

Zmieniajac niezdrowe nawyki

Mozna nawet o polowe zmniejszy¢ ryzyko rozwoju raka.
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Co piaty Polak spelnia kryteria pracoholizmu

Wynika z badan przeprowadzonych przez platforme edukacyjna.
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Nasze mozgi nie sa w stanie nauczyc sie
wszystkiego w takim samym...

W takim samym stopniu i czasie.

Lek na padaczke odwrocil objawy autyzmu u
IySzy

Podali im leki testowane obecnie w terapii epilepsji.
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Produkty na bazie konopi poprawiaja jakosc
snu u 0sob z bezsennoscia

Wynika z badania, ktére publikuje czasopismo ,PLOS Mental Health”.

Informacje dnia: Dygestoria SIMPLY12 i SIMPLY15 - prostota i bezpieczenstwo Nie tylko ludzie
lubia grzyby Warto chodzi¢ na lekcje WF i jes¢ zdrowe drugie $Sniadanie w szkole Zmieniajac
niezdrowe nawyki Co piaty Polak spekia kryteria pracoholizmu Nasze mdzgi nie sa w stanie nauczy¢
sie wszystkiego w takim samym stopniu i czasie Dygestoria SIMPLY12 i SIMPLY15 - prostota i
bezpieczenstwo Nie tylko ludzie lubig grzyby Warto chodzi¢ na lekcje WF i jes¢ zdrowe drugie
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