CWICZENIA ,,BIOANALITYKA” -Sylabus

Przedmiotem ¢wiczen bedzie przedstawienie zaréwno podstawowych, jak i zaawansowanych technik
analitycznych, stosowanych do iloSciowego i jakosciowego oznaczania materiatu biologicznego.

Plan éwiczen :
Czesc pierwsza:

e Zaktadanie pierwotnych hodowli glejowych z mézgdéw szczuréw neonatalnych

e Prowadzenie hodowli w warunkach normoksji fizjologicznej

e Izolacja poszczegdlnych frakcji komdrkowych przy zastosowaniu technik sortowania
magnetycznego (magnetic MicroBeads)

e Uzyskiwanie lizatéw komérkowych do oznaczen biochemicznych

e (Oznaczanie i pomiar biatka w prébkach (metoda Bradford, Lowry)

e (Oznaczanie wybranych biatek w lizatach komérkowych ultraczutymi metodami
biochemicznymi (ELISA, Luminex)

Czesc druga: Oznaczanie ilosci mitochondrialnego DNA w komérkach

Cwiczenie pokazuje metode oznaczenia proporcji pomiedzy mitochondrialnym a jadrowym DNA, co
moze by¢ wyznacznikiem jakosci/ilosci mitochondriéw i mtDNA w komérce. Badania tego typu
wskazujg zmiany w ilosci mtDNA np. w chorobach mitochondrialnych, w neuropatiach z
podejrzeniem zaangazowania mitochondriéw, do monitorowania skutkéw dtugotrwatej terapii
lekami genotoksycznymi (np. AZT) lub antybiotykami (np. ciprofloksacyna). DNA moze by¢ izolowane
z kazdego typu materiatu biologicznego. W czasie ¢wiczenia izolowane bedzie catkowite DNA z
komodrek ustalonej linii komdrkowej, oznaczone zostanie stezenie i czystos$¢ otrzymanego preparatu,
pomiar ilosci DNA i mtDNA metodg real time PCR oraz analiza wynikéw. Uczestnicy zostang
zapoznani z zasadg reakcji przy uzyciu roznych sond do reakcji PCR oraz mozliwosciami wykorzystania
tej technologii do badania mutacji DNA, ekspresji gendéw, modyfikacji epigenetycznych oraz
epitranskryptomicznych.

Etapy ¢wiczenia

1. Hodowla komérek szczura (hodowla pierwotna oraz linia ustalona) oraz komaorek mysich
embrionalnych fibroblastéw (MEF - linia dzika oraz MEF pozbawionych mitofuzyny 1 2)

2. lzolacja/oczyszczenie catkowitego DNA z komdrek za pomocg E.Z.N.A. MicroElute Genomic

DNA Kit (Omega Bio-tek).

Oznaczenie stezenia i czystosci DNA w aparacie DeNovix DS-11 FX

Przygotowanie reakcji PCR w czasie rzeczywistym z sondami typu TagMan oraz SYBR green

Reakcje PCR w aparacie Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Life Technologies)
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Analiza wynikéw

W przygotowanym filmie pokazane s etapy od izolacji DNA az po analize wynikéw. Dziatania te moga
by¢ zastosowane do badania DNA izolowanego z rédznego materiatu: tkanek zwierzecych swiezych i
mrozonych, komérek pierwotnych i linii komdrkowych zwierzecych i ludzkich hodowanych in vitro,
komérek izolowanych z ptynéw ustrojowych.



