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Warsztaty '"Real-time PCR w diagnostyce
medycznej"

Prowadzacy:

- dr Marcin Hotysz, Katedra i Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej, Uniwersytet Medyczny
w Poznaniu
- dr Tomasz Dziecigtkowski, Centralny Szpital Kliniczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny

Umiejetnosci jakie musza posiadac¢ uczestnicy warsztatow przed przystapieniem do zajec:

- elementarne zasady pracy w laboratorium (praca jatowa, obstuga pipet automatycznych)

- przydatna bedzie znajomos¢ podstaw PCR

- z warsztatow skorzystaja réwniez osoby, ktdre zetknely sie juz z technologia Real-time PCR
(wartoscia bedzie mozliwos¢ konsultacji trudniejszych przypadkow z doswiadczonymi
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uzytkownikami roznych platform sprzetowych, praktykami w dziedzinie molekularnych technik
diagnostycznych)

Umiejetnosci jakie nabeda uczestnicy warsztatow:

- dobor i zakup sprzetu do prowadzenia reakcji Real-time PCR

- izolacja kwaséw nukleinowych z prob klinicznych na potrzeby diagnostyki opartej o Real-time PCR

- przeprowadzanie reakcji i rozwiazywanie problemdéw technicznych zwiazanych z obstuga sprzetu

- analiza wynikow i ich przygotowanie na potrzeby odbiorcow (lekarzy, pacjentow etc.)

- rozpoznanie kontekstu klinicznego wykonywanych analiz i umiejetno$¢ doradzenia w zakresie
doboru materiatu do badan oraz oceny jakosciowej i iloSciowej wynikéw

Zajecia praktyczne oparte beda o nastepujace reakcje, znajdujace zastosowanie w molekularnej
diagnostyce medycznej:

- ilosciowe badanie obecnosci wirusa CMV z uzyciem fluorochromu SYBR Green

- ilosciowe badanie obecnosci wirusa EBV z wykorzystaniem sond LightCycler oraz analizy krzywych
topnienia produktéw reakcji PCR

- zastosowanie multiplex qPCR do wykrywania obecnosci mutacji w genie K-RAS (diagnostyka
molekularna w terapii celowanej raka jelita grubego)

ZAPRASZAMY:

diagnostow laboratoryjnych, biologéw molekularnych i biotechnologéw, pracownikéw stacji
epidemiologicznych i stacji krwiodawstwa.

PROGRAM

DZIEN 1 15 czerwca 2009
10.20 Rozpoczecie warsztatow
10.30 Wyktad:

Podstawy techniki Real-time PCR

- podstawowe réznice miedzy klasycznym PCR, Real-Time PCR a ilosSciowym PCR (qPCR),

- terminologia stosowana do opisu technik PCR w czasie rzeczywistym

- rodzaje sond i metod detekcji kwaséw nukleinowych stosowanych w urzadzeniach real-time PCR
(SYBR Green, TagMan, Molecular Beacons, Scorpions etc.)

- przeglad gtéwnych grup zastosowan (proste pomiary ilo§ci DNA, mierzenie poziomu ekspresji
gendw, wykrywanie mutacji i polimorfizmow etc.)

- ograniczenia metody Real-time PCR

dr Marcin Hotysz, Katedra i Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej, Uniwersytet Medyczny



w Poznaniu 11.15 Przedstawienie planu zaje¢ praktycznych (przekazanie protokotow i oméwienie
cwiczen)

11.30 Zajecia praktyczne:

Przygotowanie matrycy do reakcji PCR, czyli izolacja DNA z probek klinicznych 13.15 Przerwa na
obiad

14.00 Zajecia praktyczne:

Zapoznanie sie z urzadzeniem do prowadzenia reakcji PCR z mozliwoscig pomiaru w czasie
rzeczywistym

. zasada dzialania
- aplikacje
. software

14.30 Przygotowanie i przeprowadzenie reakcji: IloSciowe badanie obecnosci wirusa CMV z uzyciem
fluorochromu SYBR Green

15.45 Przerwa na kawe

16.15 Wyktad: Zastosowania techniki Real-Time PCR w diagnostyce medyczne;j:

- Przekazywanie probek od pacjenta do laboratorium (specyfika przechowywania i transportu
materiatu przeznaczonego do izolacji DNA) - probki sliny, krwi, zastosowanie kart typu FTA etc.

- zakres czutosci (uwagi praktyczne w kontekscie badan diagnostycznych)

- przeglad testow opartych o Real-time PCR uwzglednionych w protokotach leczenia przyjetych
w Polsce

dr Tomasz Dziecigtkowski, Centralny Szpital Kliniczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny 17.00

Analiza, omdwienie wynikdéw oraz sformutowanie diagnozy z reakcji: IlosSciowe badanie obecnosci
wirusa CMV z uzyciem fluorochromu SYBR Green

17.30 Zakonczenie dnia

DZIEN 2 16 czerwca 2009

9.00 Rozpoczecie warsztatow

9.10 Przygotowanie i przeprowadzenie reakcji:

Ilosciowe badanie obecnosci wirusa EBV z wykorzystaniem sond LightCycler oraz analizy krzywych

topnienia produktéw reakcji PCR 10.10 Wyktad: Praktyczne rady dotyczace zakupu i eksploatacji
urzadzen Real-time PCR (cz. I)

- funkcje podstawowe
- funkcje zaawansowane
- certyfikaty



dr Marcin Hotysz, Katedra i Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej, Uniwersytet Medyczny
w Poznaniu 10.40 Wyktad: Praktyczne rady dotyczace zakupu i eksploatacji urzadzen Real-time PCR
(cz. II)

- koszty eksploatacji

- odczynniki i gotowe zestawy

- startery, czy warto projektowaé wtasne?

- kontrola jakosci (kontrole dostarczane przez producentow zestawow oraz firmy zewnetrzne)

dr Tomasz Dzieciatkowski, Centralny Szpital Kliniczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny 11.10
Analiza, omdwienie wynikdéw oraz sformutowanie diagnozy z reakcji:

Ilosciowe badanie obecnosci wirusa EBV z wykorzystaniem sond LightCycler oraz analizy krzywych
topnienia produktéw reakcji PCR 11.40 Przerwa na kawe

12.10 Przygotowanie i przeprowadzenie reakcji:

Zastosowanie multiplex qPCR do wykrywania obecnosci mutacji w genie K-RAS (diagnostyka
molekularna w terapii celowanej raka jelita grubego) 13.10 Wyktad i dyskusja:

Rozwiazywanie problemdw interpretacji i opracowania wynikow na potrzeby lekarzy klinicystow oraz
badan epidemiologicznych dr Tomasz Dzieciatkowski, Centralny Szpital Kliniczny, Warszawski
Uniwersytet Medyczny 13.50 Przerwa na obiad

14.30 Analiza, omowienie wynikow oraz sformutowanie diagnozy z reakcji: Zastosowanie multiplex
gPCR do wykrywania obecnosci mutacji w genie K-RAS (diagnostyka molekularna w terapii
celowanej raka jelita grubego)

15.00 Sesja "TROUBLESHOOTING", czyli wspdlne rozwigzywanie problemow technicznych

- omOwienie typowych probleméw
- omoOwienie przypadkéw przedstawionych przez uczestnikdw spotkania

dr Tomasz Dziecigtkowski, Centralny Szpital Kliniczny, Warszawski Uniwersytet Medyczny dr
Marcin Hotysz, Katedra i Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej, Uniwersytet Medyczny
w Poznaniu 15.45 Zakonczenie dnia
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Informacje dnia: Zdrowych i Pogodnych Swiat Bozego Narodzenia Zapraszamy na wyjatkowa
edycje Targéw PCI Days 2025! Zawat juz dawno przestat by¢ choroba mezczyzn Swigteczna apteczka
Radioaktywny pluton sie nie ukryje Ztoty Medal Chemii przyznany po raz 14 Zdrowych i Pogodnych
Swiat Bozego Narodzenia Zapraszamy na wyjatkowa edycje Targéw PCI Days 2025! Zawal juz
dawno przestal byé chorobg mezczyzn Swiateczna apteczka Radioaktywny pluton sie nie ukryje Zloty
Medal Chemii przyznany po raz 14 Zdrowych i Pogodnych Swiat Bozego Narodzenia Zapraszamy na
wyjatkowa edycje Targédw PCI Days 2025! Zawal juz dawno przestat by¢ choroba mezczyzn

Swiateczna apteczka Radioaktywny pluton sie nie ukryje Ztoty Medal Chemii przyznany po raz 14
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