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Celem projektu jest opracowanie modelu badawczego obejmujacego przygotowanie
czastek imitujacych wirusa do oceny przepuszczalnosci nanofiltrow

Etap 1. Przygotowanie konstrukcji genowej

Czynnik tkankowy cztowieka
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Promotor CMV

Przyktadowa konstrukcja genowa umozliwiajaca przygotowanie
czastek wirusa (po lewej). Amplifikacja sekwencji CFlll metoda PCR.
Tor 1, sekwencja genu kodujacego czynnik CFIllI cztowieka;

tor 2, marker wielkosci, lambda DNA/Hindlll, EcoRI (po prawej).
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Wykrywanie konstrukcji genowej. Elektroforeza w 1,2% zelu
agarozowym produktow reakcji PCR kolonijnego wykonanej
z zastosowaniem starterow flankujacych miejsce klonowania.
Tor 1, marker wielkosci, lambda DNA/Hindlll, EcoRI;
tory 2-3, 5-6, 10-11, 13-15, klony pozytywne.
Etap 2. Charakterystyka sekwencji markerowej
Etap 3. Przygotowanie niepatogennych czastek imitujacych wirusa
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Etap. 4. Wykrywanie obecnosci czastek wirusa

Do wykrywania czastek wirusa zastosowane beda dwie strategie, umozliwiajace wykrycie wirusa po jego przejsciu przez filtr:

1) Reakcja odwrotnej transkrypciji (przeksztatcenie RNA wirusa do jednoniciowego DNA) i reakcja PCR z zastosowaniem dwéch par starterow specyficznych
dla sekwencji kodujacej czynnik CFlll cztowieka. Kontrole pozytywna bedzie stanowita konstrukcja genowa wprowadzana do linii komoérkowej 293FT.

2) Wykorzystanie przeciwciat skierowanych przeciwko glikoproteinie G.
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