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PCR in real time. The methods of data analysis
Summary

The accuracy of real-time PCR (RT-PCR) experiment is strongly dependent
on the mathematical models of data analysis, on which the quantitative meth-
ods are based. In this review, we discuss the key steps of analysing data from
real-time PCR experiments. These are the treshold cycle determination, estima-
tion of real-time PCR amplification efficiency and amplicon quantification. The
fit point method and the second derivative method are commonly used to de-
termine a treshold cycle value, which is a cycle number in the early exponential
phase of PCR that is used to calculate the initial amount of template DNA. The
amplification efficiency calculation is usually based on the data collected from a
standard curve. However, in the alternative methods, the amplification effi-
ciency of an individual reaction is calculated from the kinetics of the reaction.
Quantification of amplicon levels can be either absolute or relative. In absolute
quantification method, the initial concentration of target template in un-
knowns, based on their cycle treshold values, and the construction of an abso-
lute standard curve for each individual amplicon is required. Relative quantifica-
tion can be done by the use of the relative standard curve method or the com-
parative method. In the first one, the initial amount of unknown samples is cal-
culated from the standard curve of specific gene and normalized to the input
amount of a reference gene which is also calculated from the standard curve.
The comparative method is a mathematical model that is based on the differ-
ences in the normalized amplicon levels between the unknowns and control
sample. There are also models that combine gene quantification and normaliza-
tion into a single calculation.

Key words:
Real-time PCR, methods of detection the treshold cycle, efficiency of PCR,
quantification in real-time PCR.
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1. Wprowadzenie

Zaletg ilosciowej PCR (QPCR, ang. quantitative PCR) jest mozliwo$¢ oszacowania
w kazdym cyklu reakgcji ilo$ci produktu powielonego przy uzyciu specyficznych star-
teréw. Uzyskanie wiarygodnych i powtarzalnych danych uzaleznione jest nie tylko
od zastosowanej metody $ledzenia przebiegu reakcji i sktadu mieszaniny reakcyj-
nej, ale takze od wyboru odpowiedniej metody analizy uzyskanych danych. Podsta-
wowe etapy analizy danych to wyznaczanie cykli progowych reakcji, ocena wydajno-
Sci PCR oraz oznaczanie poziomu powielanej sekwencji [1-10].

2. Wyznaczanie cyklu progowego reakcji

Stezenia sekwencji powielanych podczas PCR oznaczane sg na podstawie liczby
cykli reakcji wymaganych do zsyntetyzowania takiej liczby czasteczek produktu,
ktora generuje sygnal fluorescencyjny o intensywnosci osiggajacej tzw. warto$¢ pro-
gowa (F;, ang. fluorescence treshold). Liczba cykli, konieczna do przekroczenia tej
warto$ci jest odwrotnie proporcjonalna do poczatkowego stezenia amplikonu
w mieszaninie reakcyjnej. Cykl PCR, w ktérym przekroczony zostaje progowy po-
ziom fluorescencji nosi nazwe cyklu progowego (C;, ang. treshold cycle), rozpoczyna
on etap wykfadniczego nagromadzania sie produktu PCR. W celu jego wyznaczenia
stosuje sie metode analizy szumoéw (ang. fit points) lub metode analizy maksimum
drugiej pochodnej (ang. second derivative maximum) [11].

Wyznaczanie C; metoda analizy szumoéw wymaga wykre$lenia dodatkowej pro-
stej, tzw. linii progowej (ang. treshold line), na wykresie zalezno$ci logarytmu fluore-
scencji od liczby cykli. Polozenie linii progowej na wykresie wyznacza sie rejestrujac
w kilku pierwszych cyklach reakgcji fluorescencje tfa i obliczajac odchylenie standar-
dowe (SD) uzyskanych wartosci. Poziom intensywnoSci fluorescencji réwny przyje-
tej wielokrotnos$ci odchylenia standardowego tfa (np. 10 x SD) przyjmuje sie jako
poziom linii progowej [12,13]. Polozenie linii progowej powinno by¢ tak dobrane,
aby znajdowala sie powyzej poziomu szuméw i w obrebie fazy wyktadniczej reakgcji.
Nastepnie, zmiany w obrebie dwoch do czterech punktéow wykresu przyrostu fluore-
scencji, znajdujacych sie powyzej linii progowej interpoluje sie za pomoca regresji
liniowej. C; definiuje sie jako numer cyklu, przy ktérym linia regresji przecina linie
progowgq [14] (rys. 1).

Wyznaczanie C; za pomocg drugiej z wymienionych metod wymaga obliczenia
pierwszej i drugiej pochodnej zaleznosci intensywnosci fluorescencji od cykli PCR.
Pierwsza pochodna tej zaleznosci przyjmuje warto$¢ 0 kiedy nie zachodzg zmiany
fluorescencji, czyli w fazie pierwszych cykli oraz w fazie plateau. Wzrost wartosci
pierwszej pochodnej przypada na faze wyktadniczg PCR, kiedy przyrost fluorescencji
jest najszybszy. Maksimum pierwszej pochodnej odpowiada punktowi przegiecia
krzywej wzrostu fluorescencji, czyli przejsciu z fazy wykiadniczej do logarytmicznej.
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Niektore procedury wyznaczania C; ograniczajg sie do obliczenia maksimum
pierwszej pochodnej i na podstawie jego polozenia lokalizujg poszukiwany para-
metr [15]. Opisang metode stosuje sie rzadko. Zwykle, aby zlokalizowa¢ C, oblicza
sie drugg pochodng i jej maksimum, ktére wypada doktadnie w punkcie przegiecia
galezi rosngcej wykresu pierwszej pochodnej, wyznaczajgcego poczatek fazy wy-
ktadniczej Q-PCR (rys. 2) [15].

3. Wyznaczanie wydajnosci PCR

Wydajnos$¢ PCR zalezy od szeregu czynnikéw, z ktérych najistotniejszymi sa:
jakosc¢ i ilo$¢ matrycy oraz stezenia starteréw i chlorku magnezu w roztworze
[2-7,10, 12,13,16-18]. Odchylenia stezen wymienionych sktadnikéw od optimum
przyczyniajg sie do zmiany jakoS$ci procesu powielania, co rzutuje na doktadnos¢
badan i reprezentatywnos$¢ uzyskanych wynikéw. Zblizone wydajnosci reakgji
we wszystkich probach badanych w ramach danego eksperymentu stanowig istot-
ne kryterium przy pézniejszym poréwnywaniu poszczegélnych préb. Jezeli wydaj-
nos¢ (E) reakgji jest stala, co ma miejsce w zoptymalizowanych uktadach, mozliwe
jest precyzyjne okreslenie poczatkowej liczby czasteczek materiatu genetycznego
w prébie [10,12].

Powielanie produktu PCR mozna wyrazi¢ wzorem [8]:

N.=N_(E+1)", (1)
w ktérym: N, wyraza ilo$¢ powielonych fragmentow DNA; N, — poczatkowg liczbe
kopii matrycy; E — wydajnosc¢ reakcji; n — liczbe cykli. Obserwowana w idealnych
warunkach 100% wydajnosc¢ reakcji pozwala na podwajanie ilo$ci produktu w kaz-
dym cyklu PCR. Przeksztalcenie tego rownania pozwala wyznacza¢ na podstawie N
poczatkowa liczbe kopii matrycowego DNA, pod warunkiem, ze znana jest wydaj-
nos¢ PCR:

N
= (2)
(E+1)

Sledzenie przebiegu reakcji pozwala na wyznaczenie cyklu, w ktérym poszcze-
go6lne préby zawierajg taka sama liczbe czasteczek produktu PCR. Liczba ta odpo-
wiada okres$lonej, progowej wartosci fluorescencji (F;) zas cykl, w ktérym analizowa-
na proba osiaga F; jest, jak napisano, cyklem progowym (C,) reakcji. Kazda reakcja
ma wiasny cykl progowy (C;). Rbwnanie 2 mozna zatem przeksztalci¢ do postaci:

o

Noch, (3)
E+1)%

gdzie C; oznacza cykl progowy, za$ N; jest liczba czasteczek amplikonu odpowia-
dajaca fluorescencji progowej (Fy).
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Najczesciej stosowana metoda wyznaczania wydajnosci prowadzonej reakgji,
opiera sie na wygenerowaniu krzywej standardowej z serii rozcienczen matrycy.
Zgodnie ze statystycznymi wymogami powinna by¢ ona co najmniej czteropunkto-
wa, a kazde z wzorcowych stezen naktadane przynajmniej w dwoch powtérzeniach.
Rownanie opisujace krzywag standardowa mozna wyprowadzi¢ logarytmujac rowna-
nie (3):

IgN,=IgN -lg (E+1)"

IgN, =IgN, -C Ig(E+1),
IgN,=[lg(E+1IC, +IgN,. (4)

Zaktadajac, ze E i N sg state, rOwnanie (4) przyjmuje posta¢ rownania prostej re-
gresji (y=mx+Db). Zatem wykreSlenie takiej prostej dla zaleznosci Ig N, od C; po-
zwala oblicza¢ wydajnos¢ reakcji (E) na podstawie nachylenia prostej w oparciu na
wzorze [19]:

nachylenie=-Ig(E+1),

E — lo-nachylenie _ ] (5)
Natomiast wykreslenie prostej dla zaleznosci C; od Ig N, (rys. 3) wymaga zmiany

osi wspotrzednych. Zaleznos¢ C=f(N;) jest funkcja odwrotng do opisanej w rowna-
niach (5). Przeksztatcony wzoér wyglada wowczas nastepujgco [12]:

¢ _¥ lg N o + L,
stad: Ig(E+1) Ig(E+1)
. 1
nachylenie = -———,
Ig(E+1)

zatem po przeksztalceniu otrzymujemy:
E= 1O-l/nachylenie _ ] (6)

Jezeli wydajno$¢ PCR wyliczona ze wzoru (6) wynosi 100%, wéwczas warto$¢ E = 1
i wspotczynnik kierunkowy prostej C;=f{IgN,) przyjmuje wartos¢ -3,32, co $wiadczy
o idealnie dobranych sktadnikach mieszaniny reakcyjnej i oznacza, ze w kazdym cy-
klu reakcji nastepuje podwojenie ilosci produktu (rys. 3) [4,12].

Pamietac¢ nalezy, ze warto$¢ E obliczana na podstawie nachylenia krzywej wzor-
cowej jest wypadkowa wydajnosci reakcji poszczegolnych prob wykorzystanych do
uzyskania krzywej wzorcowej. W konsekwencji strategia ta nie bierze pod uwage
réznic w wydajnosci PCR pomiedzy poszczego6lnymi probami. W celu rozwigzania
tego problemu opracowano alternatywne metody wyznaczania wydajnosci reakgji.
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y = -3,473x+12,234
R2=0,989 E = 0,94

Log stezenia DNA

Rys. 3. Wyznaczanie efektywnosci PCR (E) na podstawie nachylenia krzywej standardowej wykreslonej
w oparciu na wartosci cykli progowych (C;) uzyskanych dla okreslonych stezen poczatkowych DNA (N,).
Powyzej znajduje sie rownanie krzywej oraz warto$ci wspoétczynnika korelagji (R;) i efektywnosci PCR (E).

Oparte s3 na analizie surowych danych pomiaréw fluorescencji rejestrowanych pod-
czas przebiegu QPCR. Kinetyka reakcji stanowi odzwierciedlenie jakoS$ci procesu,
zatem dane pochodzace bezposrednio z przebiegu i nachylenia krzywej opisujacej
przebieg reakcji w fazie wykfadniczej, stanowig lepsza podstawe wyznaczania
E [10,16,20].

Najczesciej stosowane metody obliczania E na podstawie nachylenia krzywej
przyrostu fluorescencji opracowane zostaly przez Liu i Saint [16] oraz Tichopada
i wsp. [21]. Obie metody, pozwalajg na wyznaczenie wydajnosci reakcji w indywi-
dualnych probach. W pierwszym etapie, wyznacza sie zakres danych pomiaro-
wych, w ktérych przebieg reakcji ma charakter wyktadniczy. Stosujac metode Liu
i Saint eksperymentator na podstawie ksztattu krzywej wzrostu fluorescencji, sa-
modzielnie decyduje o tym, ktére dane maja charakter wyktadniczy. Nastepnie
w wyznaczonym zakresie danych arbitralnie wyznacza dwa punkty (A i B), ktérym
odpowiadaja okreslone wartosci fluorescencji (Rya i Ryg) przyporzadkowane cy-
klom PCR: Ctp i Crg. Dysponujgc podanymi danymi, wydajno$¢ PCR oblicza sie
wedlug wzoru [17]:

Crp-Cy)
nA -1 (7)

nB

R

Ponadto dysponujgc wszystkimi danymi z fazy wyktadniczej mozna zastosowac
skale logarytmiczng, nastepnie wykresli¢ prostg regresji dla logarytmu fluorescencji
i cykli PCR, a wydajnos¢ reakcji wyliczy¢ na podstawie nachylenia prostej [16].
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Jarostaw Tyburski i inni

Metoda Tichopad i wsp. [21] w celu wyznaczenia fazy wyktadniczej PCR przewi-
duje poddanie analizie statystycznej wszystkich danych pomiaréw fluorescencji uzy-
skanych podczas catej reakcji poczawszy od pierwszego cyklu, konczac na ostatnim.
Poczatek fazy wyktadniczej wyznacza sie metoda regresji prostoliniowej i wartosci
resztowych, natomiast za punkt graniczny pomiedzy fazg wyktadniczg i logaryt-
miczng uznaje sie ostatni pomiar, ktéry bezposrednio poprzedza maksimum pierw-
szej pochodnej krzywej wzrostu fluorescencji. Wydajnosc¢ oblicza sie poprzez dopa-
sowanie danych z obszaru wykladniczego do modelu wyktadniczego [12,16,21].

4. Metody analizy iloSciowej powielanych sekwencji

W celu oznaczenia stezen badanej sekwencji w poszczegolnych prébach stosuje
sie dwie metody: wzgledng i bezwzgledna. W metodzie bezwzglednej przewiduje
sie wykorzystanie krzywych wzorcowych sporzadzonych w oparciu na seriach roz-
cienczen roztworu zawierajgcego znane stezenia powielanej sekwencji. W meto-
dach wzglednych pozwala sie wyrazi¢ poziom tej sekwencji w prébach nieznanych
jako wielokrotnosc jej ilosci w prébie referencyjnej, zwanej réwniez kalibratorem.
Role te petni zwykle proba stanowigca wzorzec, punkt odniesienia do prowadzo-
nych badan, nie poddawana zadnym manipulacjom eksperymentalnym [1,4,6,10,
12,16,18].

Poréwnanie préb nieznanych z kalibratorem zwykle poprzedza etap normaliza-
¢ji poziomu ekspresji genu, ktora przeprowadzana jest w celu korekty réznic mie-
dzy porownywanymi prébami. R6znice te wynika¢ moga np. z odmiennych wydajno-
$ci PCR poszczeg6lnych préb lub btedow w pipetowaniu. W celu przeprowadzenia
normalizacji, obok genu docelowego powiela sie gen kontrolny. Poziom ekspresji
genu kontrolnego powinien by¢ staly w réznych tkankach, organizmach, czy warian-
tach doswiadczenia, niezaleznie od etapu rozwoju organizmu oraz stanu fizjolo-
gicznego tkanki. Nie powinien takze ulega¢ zmianom w trakcie realizacji doswiad-
czenia. Cechy te spelniaja tzw. geny metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping
genes), ktore to wyrazane sg na staltym poziomie we wszystkich typach komérek [2].
Wsrod tych genoéw najczesciej wykorzystywane do normalizacji QPCR sa: B-aktyna,
GAPDH (dehydrogenaza fosforanu aldehydu glicerynowego), cyklofilina, 18S rRNA,
28S rRNA, fosfoglicerokinaza, B2-mikroglobulina oraz p-glukuronidaza [10].

4.1. Metody wigledne (relatywne)
W celu wyznaczenia wzglednego poziomu ekspresji badanego genu najczesciej
stosuje sie metode z wykorzystaniem krzywej standardowej, tzw. metode kompara-

tywna (AAC,), ktéra mozna takze nazwa¢ metoda poréwnawczg, oraz metode Pfaffla
[10].
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Pierwsza z wymienionych metod oparta jest na generowaniu krzywej standardo-
wej z serii rozcienczen matrycy. Stezenia standardéow uzywanych do wygenerowa-
nia krzywej wyrazone sa w jednostkach rozcienczen lub masy materiatu wykorzysta-
nego do izolacji kwasu nukleinowego. W przypadku badania ekspresji genow jako
matryce zastosowa¢ mozna np. cDNA o dokfadnie wyznaczonym stezeniu. Wyniki
dla préb badanych, odczytane z krzywej standardowej, wyrazone sa w jednostkach
wzglednych [1,4,12]. Jako$¢ uzyskanych wynikow zalezna jest od zapewnienia ta-
kich samych warunkéw powielania kalibratora i proby badanej, tak aby wydajnosci
reakcji (E) préb nieznanych i proby referencyjnej byly zblizone. W kazdej metodzie
wzglednej ilos§¢ badanego genu wyrazana jest jako wielokrotno$¢ kalibratora. Jed-
nak uzyskane wyniki wymagaja normalizacji, dlatego konstruuje sie zwykle dwie
krzywe wzorcowe dla genu badanego i genu kontrolnego [1,4,12,16].

Metoda poréwnawcza (komparatywna) oparta jest na modelu matematycznym,
ktory pozwala wyliczy¢ wzgledng réznice poziomu ekspresji badanego genu miedzy
prébami nieznanymi a probg referencyjng. W pierwszym etapie wyznaczane sg cykle
progowe (C;) reakcji powielania gen6w badanych i kontrolnych w prébach niezna-
nych i w probie referencyjnej. Kolejno, dla poszczegélnych préb, wyliczane sg rozni-
ce pomiedzy warto$ciami C; PCR przebiegajacej na matrycy genu badanego i genu
kontrolnego (AC,). Obliczenie przeprowadza sie zaréwno dla prob nieznanych jak
i kalibracyjnych [23]:

AC; (proba nieznana) = C; genu badanego — C; genu referencyjnego,
AC; (kalibrator) = C; genu badanego — C; genu referencyjnego.

Nastepnie oblicza sie AAC, dla kazdej proby:
AAC; = AC; (préba nieznana) — AC; (kalibrator).

Obliczanie znormalizowanej wartosci wzglednego poziomu ekspresji badanego
genu w probie nieznanej wzgledem kalibratora przeprowadza sie wedtug wzoru
[23]:

R=2%¢. (8)

Uzyskiwane w ten spos6b wyniki wyrazane sg jako wielokrotnos¢ proby kalibra-
cyjnej. Warto$¢ parametru R rowna 1 oznacza, ze poziom ekspresji lub liczba kopii
genu w probie kalibracyjnej i nieznanej sg jednakowe. Liczba mniejsza od jedno$ci
wskazuje na wyzszy poziom ekspresji w probie kalibracyjnej zas wieksza, na wyzszg
ekspresje genu w prébie nieznanej w poréwnaniu z préba referencyjnag [1,4,12,16].

Warunkiem stosowania metody komparatywnej sg zblizone efektywnos$ci reakgcji
powielania sekwencji genu badanego i genu referencyjnego. Dlatego zastosowanie
tej metody poprzedza poréwnanie wydajnosci reakcji (E). W tym celu nalezy prze-
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$ledzi¢ zmiany AC; (r6znica miedzy warto$ciami C; genu badanego i referencyjnego
dla tej samej poczatkowej ilosci matrycy) uzyskane dla serii rozcienczen matrycy. Je-
zeli wydajnos¢ powielania dwoch amplikonéw jest w przyblizeniu rowna, nachyle-
nie wykresu zaleznos$ci AC; od logarytmu stezenia matrycy bedzie mniejsze od 0,1.
Oznacza to, ze obie reakcje charakteryzuja sie zblizong wydajnoscig i stosowanie
metody AAC; jest dopuszczalne [1,4,12].

Wielokrotnie wykazano, ze wydajnosci PCR genu badanego i kontrolnego nie sa
podobne, co wyklucza stosowanie metody AAC;. Z mysla o takich sytuacjach badaw-
czych opracowano metody, ktore przewidujg korekcje danych pod katem réznic
w wydajnosci PCR. Jedna z takich metod jest model Pfaffla, w przypadku ktérego
wzér matematyczny uwzglednia zaré6wno normalizacje, jak i poréwnanie poziomu
transkryptu w probie nieznanej i kalibracyjnej [24]. Metoda ta wymaga wyznaczenia
efektywnosci powielania genu badanego i referencyjnego. Jednak wydajnosci PCR
genu badanego i referencyjnego nie muszg by¢ podobne. Nastepnie wyznaczane sg
cykle progowe (C;) PCR genu badanego i genu referencyjnego dla préb badanych
i kalibratora. Autor modelu proponuje obliczanie wzglednego poziomu ekspresji
badanego genu wedlug wzoru [24]:

(E AC, gen badany (kontrola-préba)

R = gen badany )

9)

(E )AC » gen kontrolny (kontrola-proba) ’
gen kontrolny

gdzie: R — poziom badanego transkryptu w probie nieznanej wyrazony jako wielokrot-
nos$¢ kalibratora; Egen padany — Wydajnos¢ powielania genu badanego; Egen kontrolny —
wydajnos¢ powielania genu kontrolnego; ACy gen badany — roznica cykli progowych
wyznaczonych dla genu badanego w probie kalibracyjnej i nieznanej; ACy gen kontrolny
— réznica cykli progowych PCR genu kontrolnego miedzy préba kalibracyjna i nie-
znang [24].

Liu i Saint opracowali metode normalizacji poziomu ekspresji badanego genu
wzgledem genu kontrolnego w sytuacjach kiedy wydajnosci powielania obydwu ge-
néw sa rézne [16]. W celu wyprowadzenia wzoru na znormalizowany poziom tran-
skryptu w badanej probie autorzy proponujg odpowiednie przeksztatcenie wzoru (1)
opisujacego przyrost produktu PCR w fazie wykfadniczej. Poniewaz fluorescencja pro-
by (R) jest proporcjonalna do stezenia amplikonu (N), aby wyrazi¢ przyrost produktéw
powielania genu badanego i kontrolnego, wzoér (1) mozna przeksztatci¢ do postaci:

Rn,k = RO,R(ER +1)", (10)
R T:RO,T(ET+1)H’ (11)

n,

gdzie: Ro 71 Rgr — poczatkowa fluorescencja barwnika reporterowego dla genu ba-
danego (T) i kontrolnego (R), a R, vi R, r — fluorescencja w cyklu n genu badanego
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(T) i kontrolnego (R); Et i Ex wydajno$¢ powielania sekwencji genu badanego (T)
i kontrolnego (R), n — cykl nalezacy do fazy wykiadniczej PCR. Dysponujac tymi da-
nymi znormalizowany poziom powielanej sekwencji w prébie nieznanej (Ro 1/ Ro r)
oblicza sie wediug wzoru [16]:

RO,T RnT (]+ER)n

=_n - (12)
Rox R, (1+E;)

4.2. Metoda iloSciowa absolutna

Metoda absolutna, podobnie jak wzgledna, oparta jest na poréwnaniu wartosci
cykli progowych préby badanej do referencyjnej, z ta réznica, ze stezenie tej dru-
giej jest znane i wyrazone w odpowiednich jednostkach, np. jako liczba kopii lub
nanogramoéow sekwencji na jednostke objetosci (ul). Reakcje z udziatem proby nie-
znanej i standardéow prowadzone sg w oddzielnych studzienkach. Uzyskana krzywa
standardowa okreslana jest mianem krzywej zewnetrznej [1,4,12,16,20].

Do najczesciej stosowanych standardow naleza: rekombinowane plazmidy, ge-
nomowy DNA, produkty PCR oraz syntetyczne oligonukleotydy [4,6]. W badaniach
nad ekspresjg genoéw jako standardu uzywa sie czesto fragmentu cDNA wklonowa-
nego w wektor. Taki insert uzyskiwany jest w wyniku reakcji odwrotnej transkrypcji
z catkowitego RNA lub mRNA z udzialem starteréow specyficznych dla badanego
genu [2,4].

Najczesciej stosowang metoda generowania krzywej standardowej, jest wklono-
wywanie w plazmidowy DNA produktu PCR. Zaletg tej metody jest mozliwos$¢ pro-
dukgji duzej liczby kopii matrycy, ktére moga zosta¢ wykorzystane takze w pdzniej-
szych reakcjach. Uzyskiwane standardy przed uzyciem w QPCR muszg zosta¢ zline-
aryzowane, gdyz wydajnos¢ reakcji powielania czasteczek o konformacji superzwi-
nietej (ang. supercoiled) czesto odbiega od form liniowych, a nastepnie spektrofoto-
merycznie zmierzone w celu oznaczenia ich stezenia [25]. Inna metoda uzyskiwania
standardéw przewiduje zastosowanie syntetycznych oligonukleotydow, ktérych se-
kwencja jest taka sama jak produktu uzyskanego w wyniku powielania badanych
fragmentow DNA [4].

W przypadku, gdy badana sekwencja DNA wystepuje w pojedynczej liczbie kopii
w genomie badanego organizmu, wowczas jako standardu mozna uzy¢ genomowe-
go DNA. Jako standardu uzywa¢ mozna takze oczyszczonego produktu PCR. W celu
przygotowania standardoéw stezenie produktu PCR oznacza sie spektrofotometrycz-
nie lub densytometrycznie [4,25].

Stosowanie absolutnej metody iloSciowej z uzyciem zewnetrznej krzywej standar-
dowej nie pozwala na wykrywanie ewentualnych inhibitoréw PCR obecnych w prébie,
ktore redukujac efektywnosc¢ reakcji powielania badanego fragmentu matrycy, posred-
nio wptywaja takze na jakosc¢ i doktadnos$¢ wykonywanych oznaczen. Dlatego w celu
zweryfikowania danych uzyskiwanych w czasie reakgji iloSciowego PCR stosowana jest

BIOTECHNOLOGIA 1 (80) 86-96 2008 95



Jarostaw Tyburski i inni

wewnetrzna kontrola (ang. internal control) [10]. W tym celu do préby badanej dodawa-
ne jest okreslone stezenie matrycy, ktorej przyporzadkowana jest znana warto$¢ C;.
Jezeli przy zastosowaniu wewnetrznej kontroli uzyskuje sie C; inny od spodziewane-
g0, znaczy to, ze w mieszaninie reakcyjnej obecne sa inhibitory obnizajgce efektyw-
nos$¢ prowadzonej reakcji powielania. Sekwencja, ktéra spetnia¢ ma role kontroli po-
winna by¢ powielana przy udziale tych samych starteréw, co sekwencja docelowa (wy-
klucza to potrzebe stosowania dwoch par starteréw) oraz mie¢ identyczng efektyw-
no$¢ reakcji powielania. Wewnetrzna kontrola powinna generowac produkt mozliwy
do odréznienia od produktu powstajgcego na matrycy sekwencji docelowej. R6znica
moze dotyczy¢ diugosci produktu, a jezeli PCR jest monitorowana za pomoca sond
moze polega¢ na nieznacznych roznicach w sekwencji produktéw powstajacych na
obydwu matrycach. Reakcje z udziatem wewnetrznej kontroli przeprowadzane sg przy
udziale dwoch sond molekularnych wyznakowanych r6znymi barwnikami, tak by mo-
zliwa byta detekcja i rozréznienie sygnatu fluorescencyjnego emitowanego przez se-
kwencje docelowg i wewnetrzng kontrole [10].

Praca powstata podczas realizacji grantu pomostowego (552 CM/13) oraz grantu nr 525-B, ufundo-
wanych przez rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu.
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