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ProjektowanieR starterówR iR porównanieR czułościR uzyskiwanejR zaR ichR pomocąlV ZaV pomocąV programuV L°MPV EesignerV .PremierV 9iosoftZV opracowanoV trzyV zestawyV starterówV doV
wykrywaniaVPVYV.YW,VYµ,VY:Z5VStarteryV teVzostałyVporównaneVpomiędzyVsobąVorazVzeVstarteramiVopisanymiVwV literaturzeV.°lmasiV iV in5,VW01W,VNie,VW00:Z5VWVceluVporównaniaVczułościV
wykrywaniaVPVYVzaV ichVpomocą,V totalneVRN°VizolowaneVzVroślinVzainfekowanychVPVYVdoprowadzonoVdoV100VpgS1µlV iVseryjnieVrozcieńczonoVdoV10VfgS1µl5VPoV1VµlV takichVrozcieńczeńV
dodanoVdoVmieszaninyVreakcyjnejVRT4L°MPV.W:VμlZ,VktóraVzawierałaVstartery3V1,:VµmolV%IPViV9IPV.wewnętrzneZxV0,I:VµmolVL%ViVL9V.zapętlająceZxV0,/I:VµmolV%/ViV9/V.zewnętrzneZVorazV
1:μlV IsothermalV MastermixV %luorescentV EyeV .IS041/001,V NovazymZV iV 10V UV odwrotnejV transkryptazyV .Opti–eneZ5V °mplifikacjaV byłaV prowadzonaV wV F:°8V przezV /0V min5V SpecyficznośćV
uzyskanychVproduktówVanalizowanoVprzezVwyznaczenieV temperaturyVprzyłączaniaVniciVpowstałegoVproduktuVwVgradiencieV temperaturyV7:°84;0°8V .0,0:°8SsZ5VObaVetapy,V jakV równieżV
monitorowanieV fluorescencjiV wV czasieV rzeczywistymV przeprowadzonoV zaV pomocąV urządzeniaV –enieV IIV .Opti–eneZ5V OdczytyV fluoroscencyjneV eksportowanoV doV programuV KxcelV .MSV
OfficeZ,VaVkrzyweVamplifikacjiVwykreślonoVstosującVoprogramowanieV–raphPadVPrismV.–raphPadVSoftware,VInc5Z5VKontrolamiVbyłyVpróbyVRN°VizolowaneVzeVzdrowychVroślinVorazVreakcjeV
ślepe,VdoVktórychVzamiastVRN°VdodanoVwodę5VElaVzestawuVYµVtestowanoVwpływVstężeniaViVwzajemnychVproporcjiVkażdejVzVtrzechVparVstarterówVnaVskutecznośćVreakcji5V

OptymalizacjaRizolacjiRRNAlVWVceluVizolacjiVRN°VopracowanoVmetodęVpolegającąVnaVwykorzystaniuVmikrosferVmagnetycznych5VProceduręVizolacjiVRN°VnaVkrzemionceV.ZacharzewskaViV
inniV W01µZV zmodyfikowanoV podV kątemV szybkościV izolacjiV iV adaptacjiV doV wykonaniaV wV warunkachV polowych5V WV tymV celuV krzemionkęV zastąpionoV mikrosferamiV magnetycznymi5V
WykorzystanoV buforyV LFV iV LWV wytworzoneV wV sposóbV opisanyV przezV 9oomV iV inniV .1770Z5V IzolacjęV wykonanoV wedługV MalinowskiegoV .177IZ5V SokV zV liściV .0,1V mlZV dodanoV doV probówekV
zawierającychV0,0:VmlVzawiesinyVkulekVmagnetycznychVwV0,7VmlVbuforuVLF5VProbówkiVdelikatnieVwytrząsano,VinkubowanoVprzezV10VminutVwVtemperaturzeVpokojowej,ViVumieszczonoVnaV
statywieVmagnetycznym5VSupernatantVodrzucano,VaVosadVprzemywanoVdwukrotnieVprzyVużyciuV1VmlVbuforuVLW,VdwukrotnieV1VmlVI0LVetanoluV iV razV1VmlVacetonu5VKtapyVprzemywaniaV
składałyVsięVzVmieszaniaVpoprzezVodwrócenieVprobówek,VaVnastępnieVumieszczenieVwVstatywieVmagnetycznym5VOsadVsuszonoV10VminutVwVtemperaturzeV:F°8VwVtermobloku5VMikrosferyV
magnetyczneVzawieszanoVwV0,0:VmlVsterylnejVwodzie,VdelikatnieVwytrząsanoV iV inkubowanoVprzezV10VminutVwV temperaturzeV:F°85VKulkiVmagnetyczneVosadzonoVprzyVpomocyVstatywuV
magnetycznego,VaVsupernatantVzebrano5VWVceluVadaptacjiVRTVL°MPVdoVwarunkówVpolowychVkonieczneVbyłoVopracowanieVmetodyVszybkiejVizolacjiVRN°,VdlategoVpodjętoVpróbęVVskróceniaV
izolacji5VZastosowanoVczteryVwariantyVwVktórychVpominiętoVetapVprzemywaniaVacetonem,VsuszeniaVosaduVorazVskróconoVczasVinkubacjiVRN°VwV:F°8VdoV:Vmin5V.tab5V1Z5

15VOpracowanoVbardzoVczułyVzestawVstarterówV.YµZVdoVreakcjiVRT4L°MP,VpozwalającyVnaVwykrycieVPVYVwVciąguV104W0Vminut5
W5VOpracowanoVszybkiVsposóbVizolacjiVRN°,VmożliwyVwVwarunkachVpolowych5
/5V8ałkowityVczasVwykonaniaVtestuVwVoparciuVoVpowyższeVmodyfikacjeVwynosiVmniejVniżVµ0Vminut5

RysunekV 15V PorównanieV czułościV opracowanychV starterówV doV testuV L°MPV zeV starteramiV literaturowymi5V
OpracowaneV starteryV 3V YW,V YµV iV Y:5V StarteryV literaturowe3V °lmasiV iV Nie5V 8zułośćV detekcjiV zaV pomocąV różnychV
zestawówV starterówV wyrażonaV jakoV zależnośćV czasuV potrzebnegoV .wV sekundachZV doV uzyskaniaV pozytywnegoV
wynikuVodV logarytmuVstężeniaVcałkowitegoVRN°5VZdroweVroślinyV–Vzdrowa,VkontroleVnegatywneVzVwodąVzamiastV
RN°V–Vślepa5
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TabelaV15VVZastosowaneVczteryVwariantyVizolacjiVRN°V

VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVWariantV1VVVVVVVVWariantVWVVVVVVVVWariantV/VVVVVVVVWariantVµ
VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVV0,WVVVVVVVVVVVVVVVVVVV0,WVVVVVVVVVVVVVVVVVV0,1VVVVVVVVVVVVVVVVV0,1VV
VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVWVxVLWVVVVVVVVVVVVVV1VxVLWVVVVVVVVVVVVVWVxVLWVVVVVVVVVVVV1VxVLWVV
VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVWVxVetanolVVVVVVVV1VxVetanolVVVVVVVVWVxVetanolVVVVVV1VxVetanol

LiczbaVpłukań

ObjętośćVsokuV.mlZ

RysunekVW5VSkutecznośćVwykrywaniaVPVYVzaVpomocąVukładuVbuforówVzVsoląVchaotropowąVnaVmikrosferachV
magnetycznych5
ZdrowaV–VRN°VizolowaneVzeVzdrowychVroślin,VślepaV–VdoVreakcjiVdodawanoVwodęVzamiastVRN°5
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