
Real – Time PCR 



RT-PCR 

 

• Do czego używamy RT-PCR? 

• Jak działa RT-PCR? 



Część 1 Co to jest RT-PCR i do czego 
jest wykorzystywany 



Czym jest RT-PCR 

Reakcja łańcuchowej polimeryzacji (PCR) 
jest procesem namnażania specyficznych 
fragmentów DNA 

 

Real-Time PCR jest wyspecjalizowaną 
techniką, która pozwala na obserwowanie 
postępów reakcji w czasie rzeczywistym  

 

RT-PCR pozwala na określenie 
początkowego stężenia DNA w próbce 



Do czego wykorzystujemy RT-PCR 

Real-Time PCR stał się kamieniem węgielnym biologii molekularnej: 

 

• Analiza ekspresji genów 

– Badania precesów nowotworzenia 

– Badania wpływu leków 

– Badanie infekcji patogenów 

• Diagnostyka 

– Określenie porażenia patogenem 

• Badania żywności 

– Obecność GMO w żywności 

• Hodowla Roślin i zwierząt 

– Określenie kopi genu 

– Genotypowanie 

 



Real-Time PCR – Analiza ekspresji 
genów 

Przykład: MYB24 analiza ekspresji   

 

MYB24 jest czynnikiem transkrypcyjnym 

MYB24 kontroluje ekspresję genów syntezy flawonoidów 

W celu monitorowania ekspresji czynnika MYB24 wykorzystano 

technikę RT-PCR 
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Real-Time PCR – kontrola porażenia 
patogenem 

Przykład: zakażenie wirusowe 

 

Podjęcie zabiegów ochronnych 
często zależy od stopnia porażenia 
roślin 

Real-Time PCR pozwala na mierzenie 
ilości RNA wirusa w roślinie 

Virus 

RNA 



Real-Time PCR – badanie żywności 

Przykład: określenie zawartości GMO 
w żywności 

Określenie % zawartości GMO w 
produktach żywnościowych 
(znaczenie ze względu na przepisy 
prawne, import eksport EU/USA) 

Ośrodki kontrolujące używają Real-
Time PCR do określenia stosunku 
transgenu w odniesieniu do 
„dzikiego” DNA. 
 

Nasiona 

Dzikie DNA 

GMO DNA 



  
Jak działa RT-PCR? 

 



Jak działa RT-PCR? 

• Przypomnijmy standardowy PCR…. 
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RT-PCR 

• Wyobraźmy sobie próbówkę PCR po 25 
cyklach… 



Co znajduje się w próbówce w 
25 cyklu? 

 

Mieszanina nukleotydów, 
starterów, amplikonów, 
enzymów itp.. 

 

Mamy 1,000,000 kopii 
amplikonu w tym momencie 

 



RT-PCR 

Co zawierała nasza próbówka w  24 cyklu? 

Skład był niemal identyczny z tą różnicą, że 
było tylko 500,000 kopi amplikonu. 

A w 23? 

Prawie to samo, tylko 250,000 kopi 
amplikonu. 

A co w 22? 

Mniej więcej to sam.  125,000 kopi 
amplikonu. 

 



RT-PCR 

• Gdybyśmy wykreślili ilość amplikonu 

od początku reakcji do cyklu 25 wykres 

wyglądałby tak: 
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RT-PCR 

Jesteśmy w 25 cyklu z 1,000,000 

kopiami amplikonu. 

 

Jak będzie wyglądała nasza 

próbówka w 26 cyklu? 
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RT-PCR 

Co będzie w cyklu 26? 

Prawdopodobnie będzie 2,000,000 amplikonów. 

A w 27? 

może 4,000,000 amplikonów. 

A w cyklu 200? 

W teorii 1,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000,000 
amplikonów…  

Or 10^35 ton of DNA… 

Żeby łatwiej wyobrazić sobie tą liczbę to jest masa 10 milionów planet wielkości ziemi !!!! 

 



RT-PCR 

Stos DNA wielkości 10 milionów 
planet nie koniecznie zmieściłby 
się w próbówce do PCR. 

 

W praktyce w reakcji łańcuchowej w 
raz z wzrostem stężenia amplikonu 
i spadkeim steżenia starterów, 
polimerazie coraz trudniej znaleźć 
jest startery przyczepione do 
matrycy 

 

Wzrost wykładniczy nie trwa 
wiecznie! 

 



RT-PCR 

• Jeżeli narysujemy wykres ilości DNA po 

25 cyklu zobaczymy, że wygląda on 

miej więcej tak: 
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RT-PCR 

• Jak to wszystko może być użyteczne 

do mierzenia stężenia DNA?? 
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RT-PCR 

Wyobraź sobie, że zaczynasz z próbówką z 4 

razy mniejszą ilością DNA niż ja. Wyobraź 

sobie nasze próbówki w 25 cyklu i kilka 

cykli wcześniej 

 

 

Cykl Ja Ty 

23 250,000 1,000,000 

24 500,000 2,000,000 

25 1,000,000 4,000,000 

Cykl 25 



RT-PCR 

Jeżeli zacząłeś z 4 razy większą ilością DNA 

osiągniesz liczbę 1 000 000 kopi amplikonu 2 

cykle wcześniej ode mnie 
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RT-PCR 

• Co jeśli zaczniesz z 

ilością DNA 8 razy 

mniejszą ode mnie? 

 

Cykl Ja Ty 

25 1,000,000 125,000 

26 2,000,000 250,000 

27 4,000,000 500,000 

28 8,000,000 1,000,000 

Cykl 25 



RT-PCR 

Co jeżeli zaczniesz 
z 8 razy mniejszą 
ilością DNA? 

 

Masz tylko 125 000 
kopii w cyklu 25 

 

A liczbę 1 000 000 
kopii uzyskasz w 
cyklu 28, 3 cykle 
później niż ja 
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RT-PCR 

 

“Ct Value” – wartość 
cyklu w której ilość 
kopi osiąga arbirtalną 
wcześniej ustaloną 
wartość np. 100 000 

Ct values jest 
bezpośredni związana 
z początkową ilością 
DNA formułą: 

    

  Ilość = 2^Ct 
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RT-PCR 

Jest bezpośrednia zależność pomiędzy ilością DNA a wartością Ct 

value. 

 

IlośćDNA ≈ 2 Cycle Number 
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Jak mierzymy ilość DNA w reakcji PCR? 

Używamy odczynników, które świecą 
fluorescencyjnie w obecności DNA 

 

Bromek etydyny i SYBR Green są przykładami 
takich substancji 

 

Łączą się z dwuniciowym DNA i emitują 
fluorescencję pod wpływem światła UV 

 

SYBR Green jest bardziej czułu od bromku 
etydyny 



Jak mierzymy ilość DNA 
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Jam mierzymy ilość DNA 

• Z każdym cyklem rośnie ilość DNA więc rośnie 
siła fluorescencji (więcej barwnika łączy się z 
dwuniciowym DNA 


