Techniki badawcze stosowane w CBT
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Skréty nazw zaktaddw (alfabetycznie): ZBiBM: Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej (kontakt: kzbk@cmkp.edu.pl), ZFK: Zaktad Fizjologii Klinicznej
(kontakt: kzf@cmkp.edu.pl), ZITiEIT: Zaktad Immunologii Translacyjnej i Eksperymentalnej Intensywnej Terapii (kontakt: kzck@cmkp.edu.pl), ZNK: Zaktad
Neuroendokrynologii Klinicznej (kontakt: zne@cmkp.edu.pl).

Stosowane techniki badawcze Zaktad
Mikrobiologia i badania z wykorzystaniem bakterii

Analizy wzrostu drobnoustrojow w czasie rzeczywistym — Bioscreen C ZBiBM
Hodowla i testy fenotypowe bakterii niepatogennych (np. badanie wptywu zwigzkéw chemicznych na przezycie) ZBiBM
Bankowanie i przechowywanie szczepow bakteryjnych ZITIiEIT

Analiza wrazliwosci na antybiotyki szczepéw bakteryjnych metodg spektrofotometryczng in vitro (metoda seryjnych rozciericzen w | ZITIiEIT
podtozu ptynnym)

Izolacja plazmidu; izolacja RNA, izolacja DNA - z hodowli bakteryjnych ZBiBM

Klonowanie DNA przy uzyciu kompetentnych bakterii ZBiBM




Analizy w modelu C. elegans

Hodowla i testy fenotypowe (np. badanie wptywu zwigzkéw chemicznych na przezycie) na modelu C. elegans ZBiBM
Badania na komadrkach ludzkich/ssaczych

Badania in vivo/ex vivo
Badania w modelach zwierzecych choréb uktadu krazenia (niereperfundowany zawat miesnia sercowego [podwigzanie lewej ZFK
tetnicy wiencowej], reperfundowany zawat miesnia sercowego, niewydolnosc¢ serca (ostra i przewlektfa), nadcisnienie ptucne
wywotane monokrotaling, podwigzanie tetnicy ptucnej)
Badanie echokardiograficzne szczuréw i myszy, z oceng funkcji skurczowej i rozkurczowej lewej i prawej komory, rozmiaréw ZFK
komoér, przeptywéw (Doppler)
Badanie ultrasonograficzne matych zwierzat z oceng przeptywoéw (Doppler) ZFK
Inwazyjne cewnikowanie tetnic oraz lewego i prawego serca z pomiarem cisnien i objetosci (pressure-volume loops), kurczliwoscii | ZFK
parametréw rozkurczu
Analiza metabolitow tlenku azotu w powietrzu wydychanym i ptynach, ustrojowych (surowica) oraz hodowlanych/perfuzatach ZFK
Badania izolowanych narzagdéw, perfundowanych metodg Langendorffa, z oceng przeptywoéw i reaktywnosci naczyn, ocena funkcji | ZFK
Srédbtonka naczyniowego
Izolacja kardiomiocytow roboczych z serc szczura i myszy ZFK
Rejestracja kurczliwosci izolowanych kardiomiocytéw szczura i myszy (metoda detekcji krawedzi) ZFK
Ocena wielkosci blaszek miazdzycowych w sekcjach poprzecznych poczgtkowego odcinka aorty na mysim modelu miazdzycy ZNK
Rejestracja wewnatrzkomorkowego stezenia Ca przy pomocy sondy fluorescencyjnej Fura2 w komadrkach réznego typu ZFK
(pobudliwych i niepobudliwych)
Badania in vivo w mysich modelach sepsy, choréb nowotworowych ZITIEIT
Projektowanie kompleksowego badania in vitro oraz in vivo zwigzkéw immunomodulujgcych i potencjalnych lekéw onkologicznych | ZITiEIT
Immunofenotypowanie komérek uktadu odpornosciowego cztowieka i myszy (cytometria przeptywowa) ZITIEIT
Sortowanie populacji komérek ZITIEIT
Analiza zmian apoptotyczno-nekrotycznych metodg podwdjnego barwienia Hoechst 33342 /Jodek propidyny (analiza ZNK
mikroskopowa i pomiar za pomocg czytnika mikroptytek)

Badania in vitro

Transfekcja linii komorkowych plazmidami w celu indukcji ekspresji gendw, syntetycznymi czgsteczkami miRNA/piRNA, ZBiBM
inhibitorami miRNA/piRNA, wyciszanie ekspresji gendw przy uzyciu siRNA
Testy lucyferazowe w liniach komdrkowych — badanie oddziatywania czasteczek miRNA/piRNA z transkryptami docelowymi ZBiBM

Testy funkcjonalne w liniach komérkowych: analiza zywotnosci komadrek, cytotoksycznosci (MTS, MTT, LDH)

ZBiBM, ZITIEIT, ZNK




Testy funkcjonalne w liniach komdrkowych: analiza proliferacji ZBiBM, ZNK
Testy funkcjonalne w liniach komérkowych: analiza migracji ZBiBM
Testy funkcjonalne w liniach komdrkowych: analiza inwazji ZBiBM
Testy funkcjonalne w liniach komdrkowych: analiza adhezji ZBiBM
Analiza cyklu komérkowego/podziatéw komdrkowych, apoptozy, pyroptozy (cytometria przeptywowa, mikroskopia w czasie ZBiBM, ZITIiEIT
rzeczywistym)

Analiza zywotnosci komarek w czasie rzeczywistym (Incucyte Live-Cell Analysis Systems) ZITIEIT
Analiza adhezji, migracji, cytotoksycznosci i cytopatotoksycznosci komérek w czasie rzeczywistym (xCelligence RTCA DP) ZITIEIT
Analiza potencjatu btony mitochondrialnej (cytometria przeptywowa, analiza mikroskopowa/pomiar za pomocg czytnika ZITiEIT, ZNK
mikroptytek)

Analiza ilo$ci mitochondriéw przy uzyciu barwnika MitoTracker w liniach komdrkowych ZNK
Analiza ilosci lizosomoéw przy uzyciu barwnika LysoTracker w liniach komérkowych ZNK
Badanie fagocytozy (cytometria przeptywowa, mikroskopia w czasie rzeczywistym) ZITIiEIT
Analiza indukcji autofagii w liniach komérkowych za pomocg mikroskopowej oceny kwasnych organelli pecherzykowych (AVOs) ZNK
(zastosowanie barwnika oranzu akrydyny)

Analiza angiogenezy in vitro ZBiBM
Wytworzenie knockoutu w linii komérek ssaczych technika CRISPR/Cas9 ZBiBM
Hodowla eksplantéw tkanki ttuszczowej ZNK

Ciecie preparatow parafinowych na mikrotomie ZNK

Ciecie preparatdw mrozeniowych na kriostacie ZNK
Obserwacje mikroskopowe komorek i tkanek (mikroskopia swietlna, fluorescencyjna, konfokalna) ZBiBM
Barwienia preparatéw mikroskopowych metoda Hematoxylina i Eozyna ZNK
Barwienie immunocytochemiczne (ICC/IF) komérek i tkanek ZBiBM, ZNK
Barwienia fluorescencyjne skrawkoéw parafinowych i mrozeniowych ZNK
Hybrydyzacja in situ, FISH ZBiBM
Barwienia lipidow w preparatach mikroskopowych za pomocg barwnika Qil Red O ZNK

Analizy biatek

Izolacja biatek z hodowli komdrkowych, tkanek, surowicy krwi i moczu

ZBiBM, ZITIEIT, ZNK

Analiza biatek wewnatrz- i zewnatrzkomorkowych (cytometria przeptywowa)

ZITiEIT

Analiza ufosforylowanych biatek w komaérkach (cytometria przeptywowa)

ZITiEIT

Detekcja cytometryczna fosforylacji histonow

ZITIEIT

Oznaczanie poziomu biatek/cytokin/antygendw/przeciwciat metodg ELISA, RIA

ZBiBM, ZITIEIT, ZNK




Elektroforeza SDS-PAGE

ZBiBM

Analiza Western-blot

ZBiBM, ZITIEIT, ZNK

Macierze biatkowe

ZNK

Immunoprecypitacja ZBiBM
Analizy kwaséw nukleinowych

Oznaczanie RNA (cytometria przeptywowa) ZITIEIT
Oznaczanie stezen: RNA, DNA i biatek oraz testy kinetyczne (czytnik Synergy H4 — pomiar absorbanciji i fluorescencji, Nanodrop- ZBiBM, ZITIiEIT

1000)

Izolacja DNA, RNA z hodowli komérkowych, tkanek, surowicy krwi i moczu

ZBiBM, ZITIEIT, ZNK

llosciowa i jakosciowa analiza kwaséw nukleinowych oraz ich fragmentéw

ZITiEIT

Odwrotna transkrypcja

ZBiBM

Analiza ekspresji gendw metoda PCR w czasie rzeczywistym (Real-time PCR)

ZBiBM, ZITIEIT, ZNK

Analiza ekspresji niekodujgcych RNA (miRNA, piRNA, IncRNA) metoda PCR w czasie rzeczywistym

ZBiBM

Testy PCR, single cell PCR ZITIiEIT
Analizy metabolitéw

Izolacja metabolomu z komdrek, tkanek, mediéw hodowlanych ZBiBM
Oznaczanie stezen metabolitow (ELISA, testy kolorymetryczne/fluorymetryczne) ZBiBM
Analizy bioinformatyczne

Analiza bioinformatyczna wynikéw badan wielkoskalowych (Gene Ontology, KEGG) ZBiBM
Analiza bioinformatyczna: typowanie potencjalnych genéw docelowych dla miRNA/piRNA/IncRNA ZBiBM
Analizy w platformach ENCORI, UALCAN, TargetScan, mirSystem ZBiBM




