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Pionierskie prace o qPCR 
(zwanym także kinetycznym PCR) 



• Badanie ekspresji genów (RT-qPCR) 
 
• Wykrywanie kwasów nukleinowych 

patogenów: wykrywanie obecności i 
określanie stężenia wirusów i 
bakterii w surowicy 

 
• Genotypowanie: analizy SNP lub 

HRM 
 

• Wykrywanie GMO w paszach i 
żywności 
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Zastosowania qPCR: 



 
 

• Metoda wyznacza stężenie DNA dla 
każdego cyklu reakcji, wykorzystująca 
fluorescencję 
 

• Barwniki fluorescencyjne wiążące 
dsDNA lub sprzęgnięte z sondami 
hybrydyzującymi z wybraną nicią 
badanego amplikonu 
 

• Wymaga układu wzbudzającego: lampa 
halogenowa, układ LED lub laser 
 

• Wymaga układu detekcji: oddzielne 
elementy CCD, matryca CCD lub układy 
fotopowielacza  
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qPCR oparty jest o detekcję przyrostu 
ilości produktu PCR w czasie 
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Przykłady cyklerów qPCR 

Roche LightCycler 480 

Appliedbiosystems 7900HT 

BioRad  
CFX96/ 
CFX384 

QIAGEN Rotor-Gene Q 



www.biorad.com 

2a. excitation 

filters 

2b. emission 

filters 

1. halogen 

tungsten lamp 

4. sample plate 

3. intensifier 
5. ccd 

detector 

350,000 

pixels 
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Schemat aparatu qPCR 
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Sposoby detekcji 
produktów w qPCR 
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Barwniki wiążące DNA: SYBR Green 

• Należy do barwników 
cyjaninowych 
(zawierających pierścienie 
heterocykliczne z 
wiązaniami –C=) 

• Wiąże dsDNA, słabo 
ssDNA 

• Wzbudzany światłem 
niebieskim (λmax = 
488 nm) 

• Emituje światło 
zielone (λmax = 522 
nm) 

 

SYBR Green I, za: Wikipedia 



•Wykrywa wszelkie 
dsDNA 

•Wykrywanie na etapie 
ELONGACJI 

•Startery nie mogą 
tworzyć DIMERÓW 

•Wielkość produktu 
najlepiej w przedziale                    
100-200bp 

•Wielkość wykrywanych 
produktów dla różnych 
genów musi być      
BARDZO ZBLIŻONA 

•Umożliwia analizę  
KRZYWYCH 
TOPNIENIA 

•Metoda NAJTAŃSZA  
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SYBR Green 
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Projektowanie starterów do qPCR 

• Długość ampkikonu najlepiej mniej niż 150 
bp 

• Unikać komplementarności sekwencji w 
obrębie startera lub pomiędzy starterami 
=„primer dimer” 

• Unikać niesparowanych zasad 

• Najlepiej G lub C na 3’ końcu, nigdy T 

• Długość starterów 18-30 nt 

• Zawartość GC 40-60% 

• Tm = (A+T)x2°C + (G+C)x4°C  

• Stosować przynajmniej 2 programy i 
porównywać wyniki!!! 
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Sondy hybrydyzacyjne 



Sondy TaqMan - hydrolizowane 
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DNA Pol Exo+!!! 

ABI, Roche (UPL) 
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Zasady projektowania sond TaqMan 

• Krótkie ampkikony: 70-150 bp 

• Tm sondy = 68-70°C  

• Zawartość GC 30-60% 

• Nigdy G na 5’ końcu, (naturalny wygaszacz) 

• Długość sond maks. 30 nt 

• Unikać ciągów identycznych zasad 

• Unikać struktur II-rzędowych 

• Unikać komplementarności ze starterami 

• Wybierać nić z większą zawartością C 



 Różne formaty detekcji i różne 
barwniki pozwalją na wykrywanie 
więcej jak 1 produktu w 
pojedynczej reakcji  

 (po za SYBR Green!!!) 
Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Złożony qPCR (ang. „multiplex”)  



Określanie ilości RNA 
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target gene 

internal control gene 

actin, GAPDH, RPLP0 etc 

Ratio target gene in experimental/control = fold change in target gene 

                                             fold change in reference gene 

control expt 

Corrected fold increase = 10/2 = 5 
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Klasyczna technika northern-blot 

Microbiology and Immunology On-line; 
University of South Carolina School of Medicine 



Teoretyczne podstawy qPCR 
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4 16
5 32
6 64
7 128
8 256
9 512

10 1,024
11 2,048
12 4,096
13 8,192
14 16,384
15 32,768
16 65,536
17 131,072
18 262,144
19 524,288
20 1,048,576
21 2,097,152
22 4,194,304
23 8,388,608
24 16,777,216
25 33,554,432
26 67,108,864
27 134,217,728
28 268,435,456
29 536,870,912
30 1,073,741,824
31 1,400,000,000
32 1,500,000,000
33 1,550,000,000
34 1,580,000,000

Przekształcona w skali 
logarytmicznej 

Krzywa teoretyczna 

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 
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4 fazy reakcji qPCR 

• 1 faza: fluorescencja na poziomie tła, 
reakcja zachodzi wykładniczo ale nie 
możliwa detekcja 

 

• 2 faza: przyrost wykładniczy możliwy do 
wykrycia, fluorescencja powyżej tła 

 

• 3 faza: „stromy” przyrost fluorescencji 
pozwala wykryć, że reakcja zachodzi liniowo 

 

• 4 faza plateau: załamania i wysycenia 
reakcji 

M. W. Pfaffl: Quantification strategies in real-time PCR w A-Z of quantitative 

PCR (Edytor:  S.A. Bustin) 
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Reakcja liniowa w przedziale ~20 do ~1500 

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 



Reakcja liniowa w przedziale ~20 do ~1500 

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 



SERIES OF 10-FOLD DILUTIONS 

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 



SERIES OF 10-FOLD DILUTIONS 

threshold 

Ct  

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 



threshold = 300 

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 
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Czułość i powtarzalność reakcji  
qPCR vs semi-qPCR 

• Zakres dynamiczny: do 9 rzędów wielkośći (109) 
w qPCR a w półilościowym-PCR najwyżej 2 
(102) 
 

• Warinacje wewnątrz eksperymentu qPCR - do 
kilku % a w semi-qPCR do 30-40% 

 

• Warinacje pomiędzy eksperymentami qPCR- do 
kilkunastu % a w semi-qPCR do 50-70% 
 

• Poziom detekcji w qPCR: ok. 10 cząsteczek przy 
powtarzalności 50% i ok. 100 przy 
powtarzalności 100%. 

 
M. W. Pfaffl: Quantification strategies in real-time PCR w A-Z of quantitative 

PCR (Edytor:  S.A. Bustin) 
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Różne algorytmy dla określenia wartość 
cyklu „przegięcia” (odcięcia; oznaczenia) 

Ct  =  Cp  = Cq 
Threshold cycle – 
odcięcia; progowy 

Maksimum 2-giej 
pochodnej (Roche) 

Quantification cycle – 
oznaczenia ilościowego 



• „ABSOLUT QUANTIFICATION” czyli 
metoda krzywych standardowych 

 
 
• „RELATIVE QUANTIFICATION” 
 
 
• Obie metody są w istocie proporcjonalne! 
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Dwie metody kwantyfikacji 



Metoda krzywych 
standardowych 
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dilutions target DNA  

dilutions reference DNA  

target 

primers 

reference 

primers 

triplicates cDNA  

triplicates cDNA  

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 



4

NORTHERN

target gene

internal control gene

actin, GAPDH, RPLP0 etc

Ratio experimental/control = fold change in target gene

fold change in reference gene

control expt

Dilution curve target gene 

‘copy number’ target gene experimental 

‘copy number’ target gene control 

fold change in target gene= 

copy number experimental 

copy number control 

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 



Dilution curve reference gene 

‘copy number’ reference gene experimental 

‘copy number’ reference gene control 

4

NORTHERN

target gene

internal control gene

actin, GAPDH, RPLP0 etc

Ratio experimental/control = fold change in target gene

fold change in reference gene

control expt

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 



Znajomość wydajności 
reakcji PCR jest kluczowa 
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AFTER 1 CYCLE 

 100% = 2.00x 

  90% = 1.90x 

  80%  = 1.80x 

  70%  = 1.70x  

CYCLE AMOUNT OF DNA AMOUNT OF DNA AMOUNT OF DNA AMOUNT OF DNA
100% EFFICIENCY 90% EFFICIENCY 80% EFFICIENCY 70% EFFICIENCY

0 1 1 1 1
1 2 2 2 2
2 4 4 3 3
3 8 7 6 5
4 16 13 10 8
5 32 25 19 14
6 64 47 34 24
7 128 89 61 41
8 256 170 110 70
9 512 323 198 119
10 1,024 613 357 202
11 2,048 1,165 643 343
12 4,096 2,213 1,157 583
13 8,192 4,205 2,082 990
14 16,384 7,990 3,748 1,684
15 32,768 15,181 6,747 2,862
16 65,536 28,844 12,144 4,866
17 131,072 54,804 21,859 8,272
18 262,144 104,127 39,346 14,063
19 524,288 197,842 70,824 23,907
20 1,048,576 375,900 127,482 40,642
21 2,097,152 714,209 229,468 69,092
22 4,194,304 1,356,998 413,043 117,456
23 8,388,608 2,578,296 743,477 199,676
24 16,777,216 4,898,763 1,338,259 339,449
25 33,554,432 9,307,650 2,408,866 577,063
26 67,108,864 17,684,534 4,335,959 981,007
27 134,217,728 33,600,615 7,804,726 1,667,711
28 268,435,456 63,841,168 14,048,506 2,835,109
29 536,870,912 121,298,220 25,287,311 4,819,686
30 1,073,741,824 230,466,618 45,517,160 8,193,466

0

200,000,000

400,000,000

600,000,000

800,000,000

1,000,000,000

1,200,000,000

0 10 20 30
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AFTER 1 CYCLE 

 100% = 2.00x 

  90% = 1.90x 

  80%  = 1.80x 

  70%  = 1.70x  

AFTER N CYCLES: 

fold increase = 

(efficiency)n 

CYCLE AMOUNT OF DNA AMOUNT OF DNA AMOUNT OF DNA AMOUNT OF DNA
100% EFFICIENCY 90% EFFICIENCY 80% EFFICIENCY 70% EFFICIENCY
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13 8,192 4,205 2,082 990
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15 32,768 15,181 6,747 2,862
16 65,536 28,844 12,144 4,866
17 131,072 54,804 21,859 8,272
18 262,144 104,127 39,346 14,063
19 524,288 197,842 70,824 23,907
20 1,048,576 375,900 127,482 40,642
21 2,097,152 714,209 229,468 69,092
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23 8,388,608 2,578,296 743,477 199,676
24 16,777,216 4,898,763 1,338,259 339,449
25 33,554,432 9,307,650 2,408,866 577,063
26 67,108,864 17,684,534 4,335,959 981,007
27 134,217,728 33,600,615 7,804,726 1,667,711
28 268,435,456 63,841,168 14,048,506 2,835,109
29 536,870,912 121,298,220 25,287,311 4,819,686
30 1,073,741,824 230,466,618 45,517,160 8,193,466
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SERIES OF 10-FOLD DILUTIONS 
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Wyznaczanie wydajności reakcji qPCR 

4 metody wyznaczania E qPCR: 

  
1. Wyliczana z nachylenia krzywej wzorcowej (kalibracyjnej), 

często E zawyżone 

 

Możliwe dla każdej reakcji z osobna: 

 

2. Wyliczana na podstawie historii przyrostu fluorescencji przy 
pomocy regresji liniowej – metoda „ręczna”, często E 
zaniżone 

3. Dopasowanie krzywej wg założonego modelu do wartości 
fluorescencji od 1 do ostatniego cyklu – często E zaniżone 

4. Wyliczana na podstawie wielomianowego dopasowania 
krzywej do danych fluorescencji tylko z 2 fazy qPCR – 
wartości pośrednie  

 

 
 

M. W. Pfaffl: Quantification strategies in real-time PCR w A-Z of quantitative 

PCR (Edytor:  S.A. Bustin) 



Seryjne rozcieńczenia, 
min. 5, lepiej 6 do 8 
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Wyznaczanie wydajności reakcji qPCR 
na podstawie krzywych wzorcowych 

Za TATA Biocenter 
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Równanie reakcji qPCR 

NCt = N0(1+E)Ct 

NCt: ilość  cząsteczek po Ct cyklach 

amplifikacji 

N0: początkowa ilość cząsteczek 

E: wydajność reakcji PCR 

Ct: wartość „cyklu przegięcia”  



M.W. Pfaffl, Nucleic Acids Research, 
2001, 29:2002-2007 

 

4

NORTHERN

target gene

internal control gene

actin, GAPDH, RPLP0 etc

ratio = fold increase in target gene

fold increase in reference gene
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Metoda PFAFFLa  
czyli „Realtive Quantification” 

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 



target 

primers 

reference 

primers 

triplicates cDNA  

triplicates cDNA  
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IL1-b con 

IL1-b vit 

RPLP0 vit 

RPLP0 con 

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 



IL1-b con 

IL1-b vit 

AFTER N CYCLES: change = (efficiency)n 

AFTER N CYCLES: ratio vit/con = (1.93)29.63-18.03 =1.9311.60  = 2053 

av =18.03 av =29.63 

IL1-beta 

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 



RPLP0 vit 

RPLP0 con 

AFTER N CYCLES: change = (efficiency)n 

AFTER N CYCLES: ratio vit/con = (1.87)19.93-19.80 =1.870.13  = 1.08 

RPLP0 

av =19.80 

av =19.93 

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 



ratio = change in IL1-B     = 2053/1.08 = 1901 

 change in RPLP0 

ratio = (Etarget )
DCt target (control-treated) 

 (Eref )
DCt ref (control-treated) 

Microbiology and Immunology On-line; University of South Carolina School of Medicine 
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Znajomość wydajności reakcji jest  
konieczna! 
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Znajomość wydajności reakcji jest  
konieczna! 
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Błąd w reakcji qPCR akumuluje się  
wykładniczo! 



η – wydajność RT              CT – wartość (cykl) Ct 

E – wydajność PCR           KRS – względna czułość qPCR 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Równanie mRNA   
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Kwantyfikacja: 2 próby, 2 geny   



„Real-time quantitative RT-PCR is a 

wonderful method for fast, accurate, 

sensitive and cost-effective gene 

expression analysis. However, the 

simplicity of the technology itself makes 

it vulnerable for abuse in experiments in 

which the operator does not perform the 

required quality control throughout the 

entire procedure.” 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 

„garbage in, garbage out” 

Derveaux S. et al., Methods 50 (2010) 227–230 



RT-qPCR w praktyce 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 



Jakość RNA = czystość + integralność 

Czystość – oznaczana 
spektrofotometryczne                
(OD260/230 >2,0; OD260/280>1,8) 

Konieczna kontrola jakości RNA po 
izolacji! 

Zawsze konieczne DNazowanie prób! 
20% ludzkich genów posiada 1 egzon, 
lub występują eksprymowane 
retropseudogeny lub kopie pozbawione 
intronów!!!  

Zalecane stosowanie inhibitorów RNaz 
przy RT! 
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Inkubacja z  
DNazą, 1h 37°C 

-  + 

Jakość RNA to podstawa!!! 
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Projektowanie starterów – minimalizacja sygnałów 
dla kontaminacji gDNA 

Za:  
https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/basic-principles-rt-qpcr.html 
 

5’ 
3’ 

3’ 5’ 

https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/basic-principles-rt-qpcr.html
https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/basic-principles-rt-qpcr.html
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https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/basic-principles-rt-qpcr.html
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Ocena integralności RNA  

Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Analizatory  

 

Test integralności  

końców 5’-3’ RNA 

• Biorad: Experion 

• Agilent: Bioanalyzer 

• Elektroforeza kapilarna 

mikrocieczowe 



Jakość wpływa na wyniki!!!  

Molekularne techniki analizy RNA 2019 Becker C. et al., Methods 50 (2010) 237–243 

RIN: „RNA Integrity Number”, min. 7          
(wg Bioanalyzer, Agilent Tech.) 



Najbardziej  
kluczowym elementem 

 
 qPCR  

jest reakcja  
 

odwrotnej 
transkrypcji!!! 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 
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Specyficzność i wydajność reakcji odwrotnej transkrypcji  

SILNIE zależy od: 
 

• Metody startowania (primowania) reakcji. 

• Rodzaju odwrotnej transkryptazy (cech enzymu). 

• Sekwencji DANEJ cząsteczki RNA, w szczególności od 

struktur 2-rzędowych w jej obrębie. 

• Różnice wydajności mogą sięgać nawet 100X!!! 

• Optymalne warunki RT zawsze należy wyznaczyć 

eksperymentalnie. 

Wydajność i specyficzność RT 



Metody startowania RT – wady i zalety 
 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Primer 
Options 

Structure and 
Function Advantages Disadvantages 

Oligo(dT)s (or 
anchored 
oligo(dT)s) 

Stretch of thymine 
residues that 
anneal to poly(A) 
tail of mRNA; 
anchored 
oligo(dT)s contain 
one G, C, or A (the 
anchor) residue at 
the 3’ end 

•Generation of full 
length cDNA from 
poly(A)-tailed 
mRNA 
•Good to use if 
little starting 
material is 
available 
•Anchor ensures 
that the oligo(dT) 
primer binds at the 
5’ end of the 
poly(A) tail of 
mRNA 

•Only amplify gene 
with a poly(A) tail 
•Truncated cDNA 
from priming 
internal poly(A) 
sites*2 
•Bias towards 3’ 
end* 
*Minimized if 
anchored 
oligo(dT)s are 
used 

Random Primers 

Six to nine bases 
long, they anneal 
at multiple points 
along RNA 
transcript 

•Anneal to all RNA 
(tRNA, rRNA, and 
mRNA) 
•Good to use for 
transcripts with 
significant 
secondary 
structures, or if 
little starting 
material is 
available 
•High cDNA yield 
  

•cDNA is made 
from all RNAs 
which is not 
always desirable 
and can dilute 
mRNA signal 
•Truncated cDNA 

Sequence Specific 
Primers 

Custom made 
primers that target 
specific mRNA 
sequence 

•Specifc cDNA 
pool 
•Increased 
sensitivity 
•Use reverse 
qPCR primer 

•Synthesis is 
limited to one gene 
of interest 

Za:  
https://www.thermofisher.com/pl/en/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-
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Zależność wydajności RT od metody startowania 
 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Wydajność RT 

losowe heksamery 

oligo dT 

genowo specyficzne 

mieszanina genowo-specyficznych 

Sthalberg i wsp., 2004, Comparison of reverse transcriptases  

in gene expression analysis, Clin Chem. 50(9):1678-80. 



Specyficzność metod startowania 
 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Stahlberg i wsp., 2004, Comparison of reverse transcriptases  

in gene expression analysis, Clin Chem. 50(9):1678-80. 



Zależność wydajności RT od metody startowania 
 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Stahlberg i wsp., 2004, Comparison of reverse transcriptases  

in gene expression analysis, Clin Chem. 50(9):1678-80. 



Różnice w wydajności RT mogą sięgać 100X! 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Stahlberg i wsp., 2004, Comparison of reverse transcriptases  

in gene expression analysis, Clin Chem. 50(9):1678-80. 



Optymalizacja RT 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Za TATA Biocenter 



Kontrole negatywne: 

• -RT: kontrola kontaminacji DNA 
genomowym, konieczna!  

• NTC: „no template controle”: kontrola 
czystości odczynników!!! 

 

Kontrola pozytywna:  

• min. 2-3 próbki np. z krzywej standardowej – 
kontrola wydajności reakcji! (IRC = ang. 
„inter-run calibrators”) 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Zawsze KONTROLE!!! 



Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Wybór pomiędz 1-etopową albo 2-etapową  
reakcją RT-qPCR 

  Advantages Disadvantages 

1-step 

•Less experimental variation since both 
reactions take place in the same tube 
 
•Fewer pipetting steps reduces risk of 
contamination 
•Suitable for high throughput 
amplification/screening Fast and highly 
reproducible 

•Impossible to optimize the two reactions 
separately 
•Less sensitive than two-step because the 
reaction conditions are a compromise between 
the two combined reactions 
•Detection of fewer targets per sample 

2-step 

•A stable cDNA pool is generated that can be 
stored for long periods of time and used for 
multiple reactions 
•The target and reference genes can be 
amplified from the same cDNA pool without 
multiplexing 
•Optimized reaction buffers and reaction 
conditions can be used for each individual 
reaction 
•Flexible priming options 
  

•The use of several tubes and pipetting steps 
exposes the reaction to a greater risk of DNA 
contamination 
Time consuming 
•Requires more optimization than one-step 
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• Nie pipetować ręcznie mniej jak 2µl na raz! 

• Oddzielne miejsce dla przygotowywania 
reakcji bez matrycy i oddzielne dla 
dodawania DNA! 

• Rękawiczki bez talku! 

• Składanie reakcji w „MIXach” a nie 
oddzielenie! 

• Nie otwierać probówek/płytek po reakcji w 
pomieszczeniach do ich przygotowywania! 

• Komory z przepływem laminarnym! 

 
 
 Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Dobra praktyka laboratoryjna  
TO  PODSTAWA!!! 



Podstawowa analiza 
reakcji qPCR 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 
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Krzywe amplifikacji – „surowe” dane 
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Odjęcie linii podstawowej 
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1 qPCR = 3 powtórzenia reakcji!!! 

X 
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Inspekcja krzywych amplifikacji 

Gen badany 
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Inspekcja krzywych amplifikacji 

Gen referencyjny 
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Analiza krzywych topnienia 

Możliwa głównie dla SYBR Green 
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Analiza krzywych topnienia 

Tm – wypadkowa długości i zawartości GC/AT 
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Analiza krzywych topnienia 

Czysty produkt qPCR 
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Analiza krzywych topnienia 

Problem niespecyficznych produktów 
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Analiza krzywych topnienia 

Problem „primer-dimer” 
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Analiza krzywych topnienia 

Nie wierzyć ślepo krzywym topnienia!! 

 

Dłuższy produkt bogaty w pary AT może mięć 
tą samą Tm co krótszy bogaty w GC!! 

 

Produkty dla każdej nowej pary starterów 
zawsze sprawdzić na wysokorozdzielczym 
żelu! Przynajmniej raz, na etapie „ustawiania 
reakcj”. 



Standaryzacja 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 



• Równa ilość kopii RNA we wszystkich komórkach 

• Eksprymowany we wszystkich komórkach 

• Eksprymowany na średnim poziomie 
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NIE ISTNIEJE „DOSKONAŁY” GEN REFERENCYJNY!!! 

Wybór genu referencyjnego 

Vandesompele et al., Genome Biology, 2002, 

 

• Należy stosować przynajmniej 2 różne geny 
referencyjne! Lepiej 3 do nawet 5!!! 

• Standaryzujemy względem średniej geometrycznej 
dla referencji. 

• Geny należy wybrać EKSPERYMENTALNIE z większej 
grupy!! 
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Analiza statystyczna wariacji wartości Ct 
dla genów referencyjnych 

http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/ 

Vandesompele et al., Genome Biology, 2002, 



• Zaufać opublikowanym danym, np. dla komórek 
ludzkich: GAPDH, albumina, aktyny, tubuliny, 
cyklofilina, mikroglobuliny, 18S lub 28S rRNA… 
choć ryzykowne 

 

• np. http://www.rtprimerdb.org/ 

 

• lub wykorzystać komercyjne panele starterów 
(możliwe tylko dla niektórych organizmów 
modelowych) 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Ewentaulanie… 

Wybór genu referencyjnego 

http://www.rtprimerdb.org/


Projektowanie układu 
doświadczenia 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 
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Akumulacja błędu 



• Metoda „maksymalizacji prób”: jak najwięcej różnych 
prób analizowanych w tej samej reakcji. Czyli różne 
geny analizowane w różnych reakcjach. (preferowana w 
rutynowej pracy badawczej) 

 

• Metoda „maksymalizacji genów”: jak najwięcej różnych 
par starterów w jednej reakcji. (preferowana w 
komercyjnych zestawach diagnostycznych) 
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2 schematy układu doświadczeń 

Hellemans et al., Genome Biology, 2007, 

 

• Bez względu na wybór metody należy stosować IRC 
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Ile powtórzeń biologicznych, RT, qPCR? 



Optymalizacja  
reakcji qPCR 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 



 

• Optymalizacja warunków reakcji: stężeń dNTP, Mg2+, 
starterów, SYBR Green – obecnie trudna bo większość 
„mix’ów” jest „gotowa do użycia” i 2X stężona. 

 

• Optymalizacja programu: temperatury i czasu przyłączania 
starterów i syntezy. 

 

• PCR 4-stopniowy (pomiar fluorescencji SYBR Green pow. 
Tm dla produktu) lub 2-stopniowy (tylko 95 i 72°C – 
wspólna temp. przyłączania starterów i syntezy) 

 

• PCR „touch-down”, Taq Pol typu „hot-start” 

 

• Najszybciej optymalizować przez przeprojektowanie 
oligonukletodów 
 
 
 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 

Optymalizacja reakcji qPCR 



RÓŻNICA Tm STARTERÓW: PRZEWIDZIANA 
A WYZNACZONA DOŚWIADCZALNIE 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 



Podsumowanie 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 



Należy trzymac się standardów!!! 

Molekularne techniki analizy RNA 2019 

http://www.gene-quantification.de/miqe.html 



www.Gene-Quantification.info  

Molekularne techniki analizy RNA 2019 
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PODSUMOWANIE 

• qPCR to bardzo wydajna, szybka i dokładna 
metoda kwantyfikacji kwasów 
nukleinowych 

• Umożliwia nisko i średnioprzepustowe 
badania ekspresji genów 

• Oparta o detekcje DNA barwnikami 
fluorescyncyjnymi w czasie rzeczywistym 
reakcji 

• (1+E)n, czyli 2n jeżeli E=100% (2DDCt) 

• Bardzo istotona kontrola jakosci 
wykonania i poprawne zaprojektowanie 
eksperymentu!!! 

 



Dziękuje za uwagę 
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Suplement 1- przykłady 
zastosowania qPCR 
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Actin QPCR                                        Za: David Barras 

E_R m_R L_R 

m2_F L_F I_F 

I_R 
(m2_R) 

E_F 

m_R 

m2_F 

E_R 

E_F 

L_R 
L_F 

L_R 

L_F 

E_R 

E_F 

E_R 

I_F 

I_R 

E_F 

m_R 
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qPCR z zawartości pojedynczej komórki 

Bengtsson M, Stahlberg A, Rorsman P, Kubista M. 

Genome Res. 2005 Oct;15(10):1388-92. 
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Digital PCR - dPCR 

http://digital-pcr.gene-quantification.info/ 
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dPCR – przykładowe, dostępne platformy 

http://digital-pcr.gene-quantification.info/ 

Biorad QX200 
Możliwe przygotowanie 1-8 prób jednocześnie  
Do 20 000 reakcji / próbę 
Możliwe odczytanie do 96 prób jednocześnie 

Fluidigm Biomark HD  
(także masowy qPCR!) 
Od 2 304 do 36 960 niezależnych 
reakcji  
(np. układy 48x48, 192x24, 48x770)   
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Immuno-qPCR 

Za: M. Niemeyer; qPCR 2007 
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Analiza wysokorozdzielczych krzywych 
topnienia 

Za Roche 



Analiza HRM = High Resolution Melting 
 
• Zamiast SYBR Green barwniki SATURUJĄCE 

DNA!!! 
 
• Rozdzielczość do 50 pomiarów / 1ºC 

 
• Amplikony różnej długości 

 
• Wydajność nie ma znaczenia: analiza end-point! 

 
• Standaryzacja stężeń matrycy mniej istotna 
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Analiza HRM = High Resolution Melting 
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Suplement 2 – 
wykorzystanie qPCR do 

analizy statusu metylacji 
chromatyny 



Metylacja DNA wycisza transkrypcję  

http://philos.biol.mun.ca 
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Traktowanie DNA dwusiarczkiem sodu 

• Dwusiarczek sodu zmienia CYTOZYNĘ w URACYL 
• Nie modyfikuje metylowanej CYTOZYNY 
 

Wady: 
- niewydajna konwersja 
- degradacja DNA 
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Traktowanie DNA dwusiarczkiem sodu 

Za: Wikipedia, Bisulfite sequencing Molekularne techniki analizy RNA 2019 



Analizy Met-DNA   

Za: Wikipedia, Bisulfite sequencing 
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Analizy Met-DNA   

Za: Wikipedia, Bisulfite sequencing Molekularne techniki analizy RNA 2019 
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Analiza statusu metylacji za pomocą wysokorozdzielczych 
krzywych topnienia czyli MS-HRM 


