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Предмет: Методе испитивања ћелија, ткива и органа у физиолошким и патофизиолошким условима
Семестар: четврти

План и програм. Теорија два часа, пракса 4 часа. Како је у питању блок практична настава предлог је да се настава одржи у договору са предавачима.
	
	Методска јединица 2+4 часа
	Предавач
	Датум

	1
	Увод у добру лабораторијску праксу, област примене, дефиниције, принципи, организација, систем обезбеђења квалитета. Практично: просторије, апарати, лабораторијско посуђе, прање, стерилизација. Обележавање и краткотрајно и дуготрајно чување узорака.
	Светлана Милановић
доцент
	Прва недеља марта

	2
	Методе узорковања биолошког материјала за испитивања у ендокринологији. Инвазивне и неинвазивне технике узорковања. Процена 
добијених резултата.
	Данијела Кировски

професор
	Друга

Недеља

марта 

	3
	Методе узорковања крви, антикоагуланси. Методе узорковања различитих телесних течности и ткива за биохемијске и имунохемијске анализе. Прављење крвних размаза, цитолошких препарата из телесних течности. Методе бојења цитолошких препарата. Раздвајање мононуклеарних ћелија из крви и коштане сржи.
	Милица Ковачевић Филиповић, професор
	Трећа недеља марта

	4
	Методе одређивања концентрације протеина у биолошким материјалима, и њихово међусобно поређење, Lowry-ева метода, Bradford-ова метода, UV-Warburg-Christians-ова метода, Bicinhoninska метода, Ометајуће супстанце
	Сунчица Борозан,

Професор

	Крај марта

	5
	Биолошки материјал за ензимску анализу, Основни принципи одређивања активности ензима и њихових изоензимских облика спектрофотометријски, Одређивање активности ензима антиоксидативне одбране (каталазе и супероксидних дизмутаза), израчунавање њихове специфичне активности
	
	Крај марта

	6
	Основне теоријске поставке електрофореза, припрема узорака, одређивање молекулских маса протеина SDS-PAG и Нативном електрофорезом. Детекција трака CBB-R 250, Одређивање изоензимских облика лактат-дехидрогеназе и Cu, Zn-супероксидне дизмутазе код различитих животињских врста и израчунавање њихових релативних активности. Дензитометрија
	
	Крај марта

	7
	Лабораторија за ћелијску културу: ламинар, центрифуга, инвертни микроскоп, пластика, стакло, стерилизација, одлагање отпада. Методе узимања узорака за култивацију примарних ћелијских култура. Ћелијске линије. Ћелије у суспензији и адхерентне ћелије. Основне процедуре неопходне за рад са ћелијским културама (одржавање ћелија у култури, трипсинизација, замрзавање, одмрзавање ћелија). Медијуми за култивацију са и без серума. Тестирање ћелијских култура на присуство микоплазми.
	Милица Ковачевић Филиповић
професор
	Почетак априла

	8
	Методе испитивања пролиферације ћелија и цитотоксичности различитих агенаса: време удвајања културе: одређивање броја вијабилних ћелија, МТТ и ХТТ тест, кристал виолет тест, LDH тест. Одређивање броја ћелија у појединим фазама ћелијског циклуса проточном цитометријом: пропидијум јодид, Ki67. Одређивање старења ћелија: бојење бета-галактозидазе. 
	Милица Ковачевић Филиповић, професор
	Почетак априла

	9
	Алкална фосфатаза, аланин и аспартат трансаминазе: принципи одређивања, индикације и тумачење резултата. Фактори који утичу на активност (врста, раса, пол, медикаменти, артефакти). Ограничења теста

GSH-Px механизми деловања и методе одређивања активности.
	Светлана Милановић доцент
	

	10
	ЕЛИСА: принцип имунохемијских метода, природа везе антиген-антитело, обележавање антитела ензимима, директна и сендвич ЕЛИСА. Практични део: припрема узорака, прављење стандардних раствора и раствора за извођење методе, обележавање микротитарске плоче, правилно пипетирање мултиканалном микропипетом, специфични судови за извођење методе, програмирање апарата за очитавање апсорбанце, формирање стандардне криве и обрада резултата
	Драган Гвоздић,
професор

Светлана Милановић,
доцент
	

	11
	РИА: Историјат и значај радиоимуноесеја за развој ендокринологије у ветеринарској медицини, примена РИА методе у истраживањима и свакодневној пракси, функционални тестови у дијагностици поремећаја ендокриних жлезда, радиоактивни елементи за обележавање антитела и антигена, принцип РИА методе са таложењем и без таложења. Практични део: посебни услови у лабораторији за РИА, опрема, заштита, припрема узорака, прављење стандарних раствора и раствора за извођење методе, обележавање радних узорака, мерење радиоактивности, формирање баждарне криве и обрада резултата.
	Драган Гвоздић,

професор

Светлана Милановић

доцент
	

	12
	Припрема млечног серума и серума за имунохемијске методе. Имунохемијске методе: имунодифузија (радијална имунодифузија-РИД)- одређивање концентрације имуноглобулина (на пр: IgG у крвном серуму, млечном серуму) на основу антиген-антитело реакције. 

Квантификација циркулишућих имунокомплекса: Полиетиленгликол преципитациони есеј.
	Наталија Фратрић,

професор
	

	13
	Клиничка хематологија, биохемија и хемостаза.

Карактеристике аутоматских биохемијских анализатора. Принципи рада различитих хематолошких анализатора.


	Милица Ковачевић Филиповић, професор

Анђело Белетић,

научни сарадник
	

	14
	Контрола квалитета рада у лабораторији, референтне вредности


	Анђело Белетић,

научни сарадник
	

	15
	Методе узорковања ткива за хистолошку анализу. Припремање хистолошких препарата, светлосна микроскопија (класична, хистохемија и имунохистохемија). Принципи и технике електронске микроскопије. Анализа препарата. Квантификовање резултата: морфометрија и стереологија.
	Анита Радовановић, професор

Даница Марковић,

професор
	


