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S u m m a r y

Microarray technology has recently reached the mainstream. It is widely ap-
plied in many biological fields of studies. Despite of its uncontested advantages
microarray results have to be validated using independent methodology. For
this purpose real-time PCR platform has become the most popular method of
choice. The ability of PCR product measurement after each cycle is connected
here with wide dynamic range of detection. This review is a summary of our
knowledge on the technical issue of quantitative PCR utilization in microarray
results confirmation.
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1. Wprowadzenie

W ostatnich latach jesteœmy œwiadkami niezwykle szybkiego
rozwoju oraz postêpuj¹cej komercjalizacji technologii i metod
znajduj¹cych zastosowanie w poznawaniu wielu dziedzin nauki
m.in. genomiki funkcjonalnej roœlin i zwierz¹t.

Wœród tych technologii niezwykle istotne miejsce zajmuj¹
mikromacierze DNA, które s¹ obecnie wykorzystywane w licz-
nych badaniach naukowych maj¹cych na celu profilowanie eks-
presji genów. Popularnoœæ metody jest wynikiem jej szerokich
mo¿liwoœci aplikacyjnych i zasobów uzyskiwanych informacji.
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Przygotowuj¹c eksperyment mikromacierzowy nale¿y mieæ na uwadze fakt, ¿e uzy-
skane wyniki mog¹ okazaæ siê niezwykle trudne w interpretacji (obecnoœæ szumów),
a fa³szywie pozytywne lub negatywne sygna³y mog¹ zag³uszyæ prawid³owy obraz
profilu ekspresji badanych genów. Z tego wzglêdu coraz czêœciej w literaturze roz-
wa¿ana jest kwestia koniecznoœci potwierdzenia uzyskanych wyników z wykorzy-
staniem niezale¿nej metody, czyli tzw. walidacja mikromacierzy.

Do potwierdzenia wyników uzyskanych z mikromacierzy DNA wykorzystaæ mo¿-
na takie techniki jak Northern blot, DD-PCR (ang. differential display PCR), pó³iloœcio-
wy oraz iloœciowy PCR. Niekiedy stosowane s¹ równie¿ metody oparte na analizie
proteomu (elektroforeza dwukierunkowa bia³ek, Western blot). Zwa¿ywszy jednak
na nieca³kowit¹ korelacjê pomiêdzy ekspresj¹ na poziomie proteomu a ekspresj¹ na
poziomie transkryptomu, czêsto nie obserwuje siê oczekiwanych iloœciowych zmian
na poziomie bia³ka, które korespondowa³yby z otrzymanymi danymi mikromacie-
rzowymi (1).

PCR w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR) niezwykle szybko zyska³ miano
„z³otego standardu” stosowanego dla potwierdzania wyników eksperymentu mikro-
macierzowego. Dziêki jego zaletom takim jak, czu³oœæ oraz szeroki zakres detekcji,
specyficznoœæ substratowa i powtarzalnoœæ wyników mo¿liwe jest potwierdzenie
lub zaprzeczenie istnienia korelacji pomiêdzy otrzymanymi danymi.

Prawid³owe przeprowadzenie procesu walidacyjnego wymaga znajomoœci tech-
nicznej strony metody, a zatem sposobów: detekcji produktów, projektowania sond
i starterów optymalnych dla przebiegu reakcji, w³aœciwej oceny iloœciowej, normali-
zacji wyników jak równie¿ ich analizy statystycznej.

2. Systemy detekcji

Specyficznoœæ metody PCR w czasie rzeczywistym zale¿y zarówno od instrumen-
tu stosowanego do œledzenia sygna³u (termocykler sprzê¿ony z urz¹dzeniem umo¿-
liwiaj¹cym pomiar fluorescencji w trakcie trwania reakcji), jak i od stosowanych
technik detekcji produktu PCR i monitorowania reakcji amplifikacji. Opracowano
kilka sposobów analizy przyrostu iloœci produktów reakcji real-time PCR opartych na
zwi¹zkach fluorescencyjnych.

Fluorescencyjne sygna³y, które s¹ proporcjonalne do iloœci powstaj¹cego pro-
duktu mog¹ byæ generowane przez wi¹¿¹ce siê do dsDNA barwniki fluorescencyjne
lub przez sekwencyjnie specyficzne fluorescencyjne sondy oligonukleotydowe.

2.1. Barwniki wi¹¿¹ce siê do dsDNA – detekcja nieswoista

Pierwsze zastosowanie metody PCR w czasie rzeczywistym wyp³ywa³o bezpo-
œrednio z badañ Higuchiego i wsp. (2). W trakcie udoskonalania metody, mutagen-
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ny, interkaluj¹cy bromek etydyny zast¹piono mniej toksycznymi, lecz bardziej spe-
cyficznymi i czu³ymi barwnikami przy³¹czaj¹cymi siê do dwuniciowego DNA, np. YO
– PRO1 czy SYBR Green I. Niezale¿nie od mechanizmu wi¹zania do dsDNA, aby
mog³y one zostaæ zastosowane w metodzie real-time PCR musz¹ spe³niaæ dwa pod-
stawowe wymagania: 1) wzrost fluorescencji nastêpuje po zwi¹zaniu barwnika
z dsDNA, 2) barwnik nie wp³ywa na przebieg reakcji. Obecnie najczêœciej wykorzy-
stywanym w reakcji real-time PCR barwnikiem wi¹¿¹cym siê do dsDNA jest SYBR Green I
(3). Jest to asymetryczny zwi¹zek cyjaninowy, strukturalnie spokrewniony z barwni-
kami takimi jak YOYO-1, BEBO oraz TOTO-1 (4).

Zawarte w literaturze wyjaœnienie mechanizmu interakcji SYBR Green I z DNA
opiera siê na mo¿liwoœci sekwencyjnie niespecyficznego wi¹zania siê tego barwnika
do ma³ej bruzdy helisy (4-6). Niezwi¹zana postaæ barwnika nie wykazuje wykrywalnej
fluorescencji. Powinowactwo wi¹zania SYBR Green I do dsDNA jest ponad 100-krot-
nie wy¿sze ni¿ bromku etydyny, zaœ fluorescencja zwi¹zanego barwnika jest wg
J. Wilhelm (4) ponad 1000-krotnie wy¿sza, zaœ wg R. H. Lekanne Deprez (7) 100-krot-
nie wy¿sza ni¿ barwnika w stanie wolnym. Z tego te¿ powodu jest on niezwykle
przydatny w monitorowaniu akumulacji produktu PCR. Wzbudzenie SYBR Green I na-
stêpuje przy u¿yciu œwiat³a niebieskiego o d³ugoœci fali ok. 470 nm. Spektrum emisji
jest porównywalne ze spektrum emisji fluoresceiny z maksimum przy ok. 520 nm (4).

Z chwil¹ rozpoczêcia reakcji PCR wzrastaj¹ca iloœæ nowo syntetyzowanych nici
powoduje wzrost sygna³u fluorescencyjnego. Najwiêksz¹ zalet¹ barwnika jest mo¿li-
woœæ zastosowania razem z nim dowolnej pary starterów i matryc, dziêki czemu
metoda ta staje siê bardzo uniwersalna i mniej kosztowna. Jednoczeœnie jest wystar-
czaj¹co czu³a, aby wykryæ pojedyncz¹ kopiê DNA w mieszaninie reakcyjnej. Ograni-
czeniem systemu bazuj¹cego na SYBR Green I jest rozpoznawanie niespecyficznych
sekwencji DNA.

W rzeczywistoœci zliczana jest ka¿da dwuniciowa cz¹steczka DNA obecna w mie-
szaninie reakcyjnej, ³¹cznie z niespecyficznymi produktami reakcji PCR i dimerami
starterów. Istnieje zatem niebezpieczeñstwo uzyskania zawy¿onych lub fa³szywie
pozytywnych wyników. Aby przezwyciê¿yæ ten problem i potwierdziæ obecnoœæ spe-
cyficznego produktu wymagane jest wykonanie krzywej topnienia amplikonu.

2.1.1. Krzywa topnienia amplikonu

Temperatur¹ topnienia (Tm, ang. melting temperature,) DNA nazywamy tak¹ tem-
peraturê, w której po³owa dupleksów DNA uleg³a rozpleceniu (6). Jest ona zale¿na
od wielu czynników m.in. stê¿enia dsDNA, d³ugoœci oraz sk³adu nukleotydowego,
czyli zawartoœci par G+C i A+T amplikonu. Dla d³u¿szych cz¹steczek DNA wartoœæ
Tm mieœci siê w granicach 80-100°C. Charakterystyczny dla amplikonu pik na krzy-
wej topnienia mo¿na odró¿niæ od pików pochodz¹cych od artefaktów, np. dimerów
starterów, które pojawiaj¹ siê przy ni¿szych temperaturach topnienia.
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Specyficznoœæ reakcji real-time PCR z wykorzystaniem barwnika SYBR Green I jest
weryfikowana przez wykonanie krzywej topnienia amplikonu.

Ze wzglêdu na fakt, ¿e temperatura topnienia specyficznego amplikonu jest
zwi¹zana z jego wielkoœci¹, wykorzystanie analizy krzywej topnienia eliminuje ko-
niecznoœæ przeprowadzenia analizy elektroforetycznej po zakoñczonej reakcji am-
plifikacji (niemniej jednak mo¿e ona zostaæ przeprowadzona). Po ostatnim etapie
amplifikacji produkty s¹ ³agodnie podgrzewane do wyznaczonej temperatury i ana-
lizowana jest zmiana fluorescencji (w pocz¹tkowej fazie obserwowany jest znacz¹cy
jej wzrost a¿ do osi¹gniêcia Tm, po czym nastêpuje nag³y spadek fluorescencji). Na
wykresie przedstawiona jest zale¿noœæ negatywnego ilorazu pochodnej fluorescen-
cji i temperatury (y = – dF/dT) wzglêdem temperatury (x = T). Pole pod krzyw¹
jest proporcjonalne do iloœci produktu.

Zastosowanie techniki PCR w czasie rzeczywistym do walidacji eksperymentu mikromacierzowego

BIOTECHNOLOGIA 4 (83) 88-100 2008 91

Rys. Krzywe generowane podczas reakcji PCR w czasie rzeczywistym.
A. Krzywa amplifikacyjna: 1 – faza pierwsza reakcji, obejmuj¹ca na wykresie s³abe fluktuacje odpo-

wiadaj¹ce sygna³owi t³a; 2 – faza druga, logarytmiczna; 3 – faza trzecia, plateau; NTC (ang. no template

control ) – kontrola bez matrycy. B. Krzywa standardowa CT = m x log(c) + B.



Poniewa¿ ka¿dy dsDNA ma specyficzn¹ temperaturê topnienia Tm, mo¿liwe jest
iloœciowe okreœlenie w jednej mieszaninie reakcyjnej komponentów maj¹cych ró¿ne
Tm i w ten sposób wyeliminowanie z iloœciowego oznaczenia komponentów niespe-
cyficznych. Krzywa topnienia znajduje równie¿ zastosowanie w ocenie czystoœci za-
równo produktu jak równie¿ wyjœciowej matrycy (brak lub obecnoœæ charaktery-
stycznego dla produktu piku na krzywej topnienia, powsta³ego po reakcji, w której
matryc¹ by³ ca³kowity RNA). W przeciwieñstwie do elektroforezy, analiza krzywej
topnienia pozwala na rozró¿nienie produktów o tej samej d³ugoœci, lecz ró¿nym
stosunku par GC/AT. Ponadto dwa produkty o tej samej d³ugoœci i zawartoœci par
GC, lecz ró¿nym ich rozmieszczeniu mog¹ posiadaæ odmienne profile krzywych top-
nienia (8-10). Po³¹czenie ci¹g³ego monitorowania fluorescencji podczas reakcji PCR
z analiz¹ krzywej topnienia zapewnia lepsz¹ detekcjê i ró¿nicowanie produktów
PCR.

2.2. Sondy specyficzne wzglêdem sekwencji – detekcja swoista

Problem specyficznoœci detekcji amplikonu zosta³ rozwi¹zany przez zastosowa-
nie sekwencyjnie specyficznych sond znakowanych fluorescencyjnie i umiejscowio-
nych pomiêdzy par¹ starterów PCR. Proces hybrydyzacji (lub degradacji) zazwyczaj
nie interferuje z ekspotencjaln¹ akumulacj¹ produktów PCR. Obecnie stosowanych
jest kilka ró¿nych podejœæ do specyficznych analiz iloœciowych bazuj¹cych na reakcji
PCR w czasie rzeczywistym.

2.2.1. Sondy hydrolityczne – metoda TaqMan

W 1991 r. Holland i wsp. jako pierwsi wykazali, ¿e rozszczepienie podwójnie
znakowanej sondy przez 5’ nukleazow¹ aktywnoœæ Taq DNA polimerazy podczas re-
akcji PCR mo¿e znaleŸæ zastosowanie w detekcji specyficznego wzglêdem danej
sondy produktu (11).

W klasycznym systemie TaqMan wykorzystuje siê swoist¹ dla amplifikowanego
fragmentu sondê fluorescencyjn¹. Sonda TaqMan jest oligonukleotydem o d³ugoœci
20-30 nukleotydów i Tm o 5-10°C wy¿szej ni¿ Tm starterów (12). Zawiera ona na
koñcu 5’ fluorescencyjny barwnik reporterowy (ang. reporter dye), którego spektrum
emisji jest t³umione przez inny barwnik fluorescencyjny pe³ni¹cy rolê wygaszacza
(ang. quencher), zlokalizowany w dowolnej pozycji zajmowanej przez tyminê lub na
koñcu 3’. Barwnik t³umi¹cy, zlokalizowany na koñcu 3’ oligonukleotydowej sondy
zapewnia jednak bardziej efektywne wyciszanie barwnika reporterowego ni¿ wyga-
szasz znajduj¹cy siê w œrodkowych pozycjach sondy. Dziêki temu uzyskiwana jest
wiêksza fluorescencja podczas rozszczepienia sondy. Dodatkowo, gdy koniec 3’ jest
zablokowany, sonda nie mo¿e byæ wyd³u¿ana jak starter. Do barwników reportero-
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wych nale¿¹ m.in. Oregon Green, FAM, JOE, Yakima Yellow, Cy3, Cy5, ROX, Texas
Red, TET i HEX, a do barwników t³umi¹cych np. DABCYL i TAMRA (11,13-15).

Podczas reakcji PCR sonda wi¹¿e siê specyficznie z matryc¹ pomiêdzy miejscami
wi¹zania starterów. Kiedy sonda jest nienaruszona, bliskoœæ barwnika reporterowe-
go i wygaszacza powoduje supresjê fluorescencji. Na etapie przy³¹czania starterów
sonda hybrydyzuje do amplifikowanego fragmentu DNA i w trakcie etapu wyd³u-
¿ania starterów zostaje zdegradowana przez polimerazê Taq, maj¹c¹ aktywnoœæ
5’�3’ egzonukleazy.

Fizyczne uwolnienie barwnika reporterowego od barwnika t³umi¹cego prowadzi
do wzrostu fluorescencji mierzonej przez urz¹dzenie (16). Degradowana sonda
uwalnia fluorochrom w ka¿dym cyklu, dodaj¹c nowy barwnik do poprzednio uwol-
nionego. W konsekwencji sygna³ fluorescencyjny jest wzmacniany w ka¿dym cyklu.
Sygna³ ten zale¿y zarówno od syntezy DNA, jak równie¿ od hybrydyzacji i hydrolizy
podwójnie znakowanej sondy (17).

System TaqMan u¿ywa uniwersalnych parametrów termicznych i warunków re-
akcji PCR. Specyficznym wymaganiem dla fluorogenicznych sond jest jednak brak
zasady G na koñcu 5’, poniewa¿ jej obecnoœæ blisko barwnika reporterowego wyga-
sza jego fluorescencjê nawet po rozszczepieniu. Wskazane jest równie¿ unikanie
d³ugich powtórzeñ jednonukleotydowych (zw³aszcza guaniny lub cytozyny) oraz
wewnêtrznych niesparowañ sondy z matryc¹, gdy¿ wydajnoœæ rozszczepienia sondy
jest zale¿na od stopnia komplementarnoœci jej i matrycy (12).

2.2.2. Sondy hybrydyzacyjne

Technika ta oparta jest na zastosowaniu dwóch krótkich sond komplementar-
nych do amplifikowanej sekwencji oraz odpowiednio dobranych starterów. Sondy
hybrydyzacyjne stanowi¹ parê, przy czym jedna sonda jest znakowana na koñcu 3’
za pomoc¹ barwnika bêd¹cego donorem energii np. FAM, a druga na koñcu 5’ przy
u¿yciu barwnika pe³ni¹cego funkcjê akceptora np. TET, TAMRA, ROX, Cy3, Cy5 (4).
Wykorzystane zostaje tu zjawisko FRET (ang. Fluorescence Resonance Energy Transfer),
czyli transferu energii od fluorofora donorowego do akceptorowego. Poniewa¿
FRET maleje wraz z odleg³oœci¹, sondy hybrydyzacyjne musz¹ byæ tak zaprojektowa-
ne, aby hybrydyzowa³y w s¹siaduj¹cych obszarach matrycy DNA (zazwyczaj rozdzie-
lone od 1 do 5 nukleotydami).

Jeœli podczas hybrydyzacji, zwrócone do siebie przeciwnymi koñcami sondy,
zhybrydyzuj¹ do sekwencji docelowej, wówczas oba barwniki znajduj¹ siê blisko
siebie i mo¿liwe jest przeniesienie energii wzbudzenia od donora do akceptora.
W konsekwencji generowany sygna³ mierzony jest za pomoc¹ fluorymetru, a po-
wsta³a fluorescencja jest proporcjonalna do iloœci DNA zsyntetyzowanego podczas
reakcji PCR (4,13,14,17).
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2.2.3. Sondy typu molecular beacon

Molecular beacons s¹ to sondy DNA maj¹ce strukturê spinki do w³osów. Sekwencja
pêtli jest komplementarna do specyficznej matrycy, a sekwencje j¹ oskrzydlaj¹ce s¹
wzajemnie do siebie komplementarne i zawieraj¹ od 10 do 15 nukleotydów (4). W for-
mie nie zhybrydyzowanej, gdy struktura szpilki jest zamkniêta, barwnik reporterowy
i t³umi¹cy umieszczone s¹ na koñcach 5’ i 3’ i znajduj¹ siê blisko siebie. W tym przy-
padku wszystkie fotony emitowane przez barwnik reporterowy s¹ absorbowane przez
wygaszacz. W obecnoœci sekwencji komplementarnej, sonda rozwija siê i hybrydyzuje
do matrycy. Barwnik reporterowy i wygaszasz zostaj¹ rozdzielone, a sonda zaczyna
emitowaæ fluorescencjê. Sondy typu spinki do w³osów charakteryzuj¹ siê wysok¹ spe-
cyficznoœci¹, gdy¿ tworzone przez nie kompleksy sonda – matryca wykazuj¹ wiêksz¹
stabilnoœæ termodynamiczn¹ ni¿ sonda w formie struktury spinkowej (16).

2.2.4. Sondy typu scorpion

Sonda typu scorpion sk³ada siê ze startera po³¹czonego na koñcu 5’ nieamplifiko-
walnym ³¹cznikiem z sond¹ molecular beacon. W trakcie wyd³u¿ania startera scorpion

struktura spinki do w³osów zostaje rozerwana, a sonda zagina siê o 180° i wi¹¿e siê
do nowo powsta³ej nici DNA.

W wyniku wyd³u¿enia sondy zwiêksza siê odleg³oœæ pomiêdzy barwnikami re-
porterowym i t³umi¹cym, prowadz¹c do wzrostu fluorescencji. W porównaniu z sys-
temami TaqMan i molecular beacons, sondy typu scorpion s¹ efektywniejsze i emituj¹
znacznie silniejszy sygna³ fluorescencyjny (14).

Wszystkie systemy detekcji oparte na fluorescencyjnych sondach umo¿liwiaj¹
selektywn¹ wizualizacjê tylko oczekiwanego produktu reakcji, co sugeruje wysok¹
specyficznoœæ i dok³adnoœæ. Jednak¿e niespecyficzne produkty, które mog³y po-
wstaæ podczas przebiegu reakcji i wp³ywaæ na jej przebieg, pozostaj¹ nie wykryte.

Oba sposoby detekcji, zastosowanie barwników lub sond fluorescencyjnych, wy-
kazuj¹ podobne ograniczenia takie jak powtarzalnoœæ oraz zakres czu³oœci (7).

3. Projektowanie oligonukleotydów

Optymalna d³ugoœæ produktu reakcji real-time PCR z zastosowaniem fluorescen-
cyjnych sond mieœci siê w zakresie 70-150 par zasad, zaœ SYBR Green I nie wiêcej ni¿
300 par zasad (18). Amplifikacja krótszych produktów jest bardziej wydajna oraz
wykazuje wiêksz¹ tolerancjê na warunki reakcji. Pe³na denaturacja krótkich frag-
mentów DNA w zakresie temperatury 92-95°C jest bardziej prawdopodobna ni¿
fragmentów d³ugich; w konsekwencji umo¿liwione jest bardziej efektywne wi¹zanie
starterów i sond do ich komplementarnych sekwencji w matrycy DNA.
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Bior¹c pod uwagê, ¿e szybkoœæ dobudowy kolejnych nukleotydów przez polime-
razê Taq wynosi 30-70 zasad na sekundê, czas polimeryzacji w reakcji real-time PCR

wynosi zaledwie 15-30 sekund.
Selekcja starterów i sond zale¿na jest od wielkoœci amplikonu oraz lokalizacji

sondy. W celu unikniêcia fa³szywie pozytywnych wyników, pochodz¹cych z amplifi-
kacji genomowego DNA, miejsca wi¹zania przynajmniej jednego startera powinny
znajdowaæ siê na granicy egzon – egzon (cDNA). W przypadku, gdy nieznane s¹
granice intron – egzon konieczne jest wczeœniejsze wykonanie trawienia RNA
z wykorzystaniem DNazy I.

Optymalna d³ugoœæ starterów obejmuje 15-20 nukleotydów oraz zawartoœæ par
GC od 20-70%. Temperatury topnienia startera forward i reverse nie powinny ró¿niæ
siê wiêcej ni¿ o 1-2°C. Sekwencje bogate w pary GC s¹ podatne na niespecyficzne in-
terakcje, które mog¹ zmniejszaæ efektywnoœæ reakcji i generowaæ fa³szywe sygna³y.
Selekcja starterów posiadaj¹cych w obrêbie ostatnich piêciu nukleotydów koñca 3’
tylko jedn¹ lub dwie pary GC zmniejsza ryzyko wzajemnego ich parowania i formo-
wania dimerów starterów, podobnie jak zastosowanie hot-start polimerazy.

Wyd³u¿anie starterów nastêpuje natychmiast po ich hybrydyzacji do matrycy,
która wkrótce po tym maskowana jest przez nowo zsyntetyzowan¹ niæ DNA. Aby za-
pewniæ wczeœniejsz¹ hybrydyzacjê sondy ni¿ starterów do matrycy, wartoœæ jej Tm
powinna byæ przynajmniej o 10°C wy¿sza od wartoœci Tm starterów i wynosiæ
w przybli¿eniu 68-70°C (13,14,19).

4. Graficzna analiza danych otrzymanych w reakcji real-time PCR

Wszystkie odmiany PCR w czasie rzeczywistym, niezale¿nie od sposobu detek-
cji, opieraj¹ siê na tej samej zasadzie pomiaru liczby kopii DNA. Po ka¿dym cyklu
mierzony jest poziom fluorescencji w odpowiadaj¹cym wybranemu fluorochromowi
zakresie widma.

Wartoœæ Rn+ jest ilorazem intensywnoœci emisji fluorescencji barwnika reporte-
rowego i intensywnoœci emisji wygaszacza podczas amplifikacji. Od wartoœci tej
odejmowany jest poziom t³a, czyli wartoœæ oznaczona symbolem Rn–, bêd¹ca œred-
nim poziomem fluorescencji w pocz¹tkowej fazie reakcji, zazwyczaj obejmuj¹cej
3-15 cykli (ang. baseline).

Wartoœæ Rn – jest ilorazem intensywnoœci emisji fluorescencji barwnika reportero-
wego przez intensywnoœæ wygaszacza przed rozpoczêciem amplifikacji. Uzyskane
w ten sposób wartoœci wzglêdnego wzrostu fluorescencji (�Rn) po ka¿dym cyklu
[�Rn=(Rn+) – (Rn–)], proporcjonalne do iloœci powstaj¹cego produktu PCR, nanoszo-
ne s¹ na wykres zale¿noœci wielkoœci sygna³u od czasu okreœlonego przez liczbê cykli.
W przypadku prawid³owo wykonanej reakcji dla rozcieñczeñ standardów, wykresy
przedstawiaj¹ równoleg³e krzywe sigmoidalne o identycznym nachyleniu. Kolejnym
etapem jest ustalenie linii progowej (ang. threshold) umieszczonej powy¿ej nieswo-
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istych odchyleñ �Rn i w obrêbie logarytmicznego wzrostu. W praktyce, wybór linii
progowej nale¿y czêsto do operatora, lecz mo¿e byæ ona arbitralnie ustalana przez
program komputerowy. Dla ka¿dej z badanych próbek oznaczana jest liczba kopii CT
(ang. copy treshold) definiowana jako numer cyklu, w którym krzywa amplifikacyjna
przecina liniê progow¹, czyli nastêpuje wykrywalny wzrost fluorescencji (12,20,21).

Wartoœæ CT jest proporcjonalna do logarytmu wyjœciowej iloœci matrycy w pró-
bie. Im wiêcej kopii badanej sekwencji by³o w momencie rozpoczêcia reakcji, tym
mniej cykli potrzeba, aby poziom fluorescencji, pochodz¹cy z powsta³ych produk-
tów, przekroczy³ wartoœæ CT (oznacza to mniejsz¹ wartoœæ CT). Detekcja ma³ych iloœ-
ci kopii genu wymaga wiêkszej liczby cykli ni¿ wartoœæ CT (22-24).

5. Analiza iloœciowa i normalizacja wyników

Real-time PCR umo¿liwia iloœciow¹ analizê wyjœciowego stê¿enia matrycy, której
mo¿na dokonaæ na dwa sposoby. Pierwszym z nich jest ocena absolutna, drugim zaœ
relatywna.

5.1. Ocena absolutna – metoda krzywej standardowej

Ocena absolutna pozwala ustaliæ ca³kowit¹ wyjœciow¹ iloœæ matrycy w badanej
próbie, wyra¿on¹ w liczbie kopii lub stê¿eniu. Okreœlenie poziomu ekspresji genu
w takiej postaci mo¿liwe jest dziêki zastosowaniu zewnêtrznych standardów. Funk-
cjê standardu mo¿e pe³niæ cRNA lub cDNA docelowego genu, syntetyzowane in vitro

ssDNA oraz sklonowany, powielony i oczyszczony fragment sekwencji docelowego
genu w wektorze plazmidowym.

Standard powinien równie¿ posiadaæ nastêpuj¹ce cechy: 1) identyczne z analizo-
wanymi próbami miejsca wi¹zania starterów i sond, 2) identyczne lub bardzo zbli-
¿one do analizowanych prób sekwencje miêdzy miejscami wi¹zania starterów, oraz
3) równowa¿n¹ wydajnoœæ reakcji z wydajnoœci¹ reakcji badanej próby. Stê¿enie
standardu DNA lub RNA oznaczane jest przez pomiar spektrofotometryczny przy
d³ugoœci fali 260 nm (16,25,26).

Na podstawie wartoœci CT, uzyskiwanych dla kolejnych rozcieñczeñ standardu,
wykreœlana jest krzywa regresji (zwana krzyw¹ standardow¹, ang. standard curve) lo-
garytmu stê¿enia matrycy (oœ X) w stosunku do otrzymanych wartoœci CT (oœ Y). Licz-
bê kopii w badanej próbie ustala siê przez naniesienie uzyskanych wartoœci CT prób
badanych na krzyw¹ standardow¹, której równanie przedstawia siê wzorem:

CT = m × log(conc) + B

gdzie:
CT – linia progowa, log(conc) – logarytm stê¿enia, m – nachylenie krzywej, B –
wartoœæ CT dla stê¿enia równego jednej jednostce.
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Nachylenie krzywej odzwierciedla wydajnoœæ reakcji amplifikacji, która oblicza-
na jest wg wzoru:

Eff = 10(-1/m) – 1

gdzie:
Eff – wydajnoœæ reakcji (ang. efficiency), m – nachylenie krzywej (ang. slope).

Wydajnoœæ reakcji powinna mieœciæ siê w przedziale 90-100%. Nachylenie krzy-
wej wynosz¹ce -3,322 odpowiada 100% wydajnoœci reakcji, zaœ m = -3,8 odpowiada
wydajnoœci równej 83%.

O wiarygodnoœci otrzymanych wyników œwiadczy wartoœæ wspó³czynnika korela-
cji (R2, ang. correlation coefficient, square regression coefficient). R2 oznacza procent da-
nych zgodnych ze statystyczn¹ hipotez¹, który w kontekœcie iloœciowym okreœla
procent danych znajduj¹cych siê na krzywej standardowej, tworzonej przez serie
rozcienczeñ standardu.

Zbyt niska wartoœæ wspó³czynnika korelacji oznacza, ¿e zadane standardy nie
mog¹ byæ odpowiednio dopasowane do krzywej, a w konsekwencji uzyskane wyniki
s¹ nierzetelne. Prawid³owa wartoœæ R2 zbli¿ona jest do 0,99. Nie wszyscy autorzy
uwa¿aj¹ ten rodzaj oceny iloœciowej za ocenê ca³kowit¹. Ginzinger (18) oraz Ticho-
pad i wsp. (27) twierdz¹, ¿e metoda krzywej standardowej nie jest metod¹ abso-
lutn¹, bez wzglêdu na pochodzenie i starannoœæ oznaczenia stê¿enia standardów.

5.2. Wzglêdna analiza iloœciowa

Rzetelna analiza iloœciowa wymaga korekcji eksperymentalnych odchyleñ indy-
widualnych wydajnoœci odwrotnej transkrypcji badanych prób. Wynika to st¹d, ¿e
ró¿nice wydajnoœci odwrotnej transkrypcji skutkuj¹ w iloœci cDNA, która nie kore-
sponduje z wyjœciow¹ iloœci¹ RNA. Normalizacja wzglêdem genu o sta³ym poziomie
ekspresji, stanowi¹cym tzw. wewnêtrzny gen referencyjny (ang. housekeeping gene),
jest obecnie powszechnie akceptowan¹ metod¹ korekcji nieznacznych wariacji spo-
wodowanych ró¿nic¹ w wydajnoœci odwrotnej transkrypcji, jak równie¿ wyjœciowej
iloœci RNA (14).

Poziom ekspresji badanego genu w ocenie relatywnej determinowany jest i przed-
stawiany jako stosunek miêdzy iloœci¹ transkryptu genu badanego a iloœci¹ tran-
skryptu wewnêtrznego genu referencyjnego we wszystkich próbach. Wartoœæ ta jest
kolejno porównywana pomiêdzy próbami np. pochodz¹cymi z ró¿nych organów lub
te¿ tkanek.

Idealny gen kontrolny powinien posiadaæ niezmienny poziom ekspresji w ró¿-
nych organach i tkankach organizmu oraz w ró¿nych warunkach eksperymental-
nych. Do najczêœciej stosowanych genów referencyjnych nale¿¹ m.in. geny �-aktyny,
ubikwityny, tubuliny, 18S i 28S rRNA, cyklofilin, dehydrogenazy aldehydu 3-fosfogli-
cerynowego (GAPDH) oraz �-glukuronidazy (14,27).

Zastosowanie techniki PCR w czasie rzeczywistym do walidacji eksperymentu mikromacierzowego

BIOTECHNOLOGIA 4 (83) 88-100 2008 97



Procedury obliczeniowe ró¿ni¹ siê w zale¿noœci od tego czy transkrypty badane-
go genu amplifikuj¹ siê z porównywaln¹ wydajnoœci¹ do wydajnoœci amplifikacji
transkryptów wewnêtrznego genu referencyjnego, czy te¿ te wydajnoœci s¹ znacz-
nie ró¿ne (28).

6. Wybór genów do walidacji

W wielu eksperymentach z wykorzystaniem mikromacierzy DNA liczba bada-
nych genów jest zbyt du¿a, aby móc dla ka¿dego z nich indywidualnie przeprowa-
dziæ proces walidacji. Wybór genów do dalszych analiz nie pozostaje zatem bez
wp³ywu na ostateczny kszta³t otrzymanych wyników. Wa¿n¹ kwesti¹ jest uwa¿ne
przyjrzenie siê „rzêdom wielkoœci” regulacji genów, tzn. ile razy ekspresja danego
genu ulega zwiêkszeniu lub zmniejszeniu w porównaniu z kontrol¹. £atwiej jest
szacowaæ zmiany w ekspresji genów, których mRNA naturalnie wystêpuje w ko-
mórce na wysokim poziomie, ni¿ dla genów, których poziom ekspresji in vivo jest
bardzo niski. Wykazano, ¿e korelacja pomiêdzy wynikami mikromacierzy i PCR
w czasie rzeczywistym dla genów, których ekspresja ulega zmianie wiêcej ni¿
2-krotnie jest silna i zbli¿ona do 90% (29). Czêstym jest zanik tej korelacji pomiê-
dzy wynikami otrzymanymi obiema metodami w sytuacji, gdy wynik z analizy mi-
kromacierzy sugeruje ni¿sz¹ ni¿ dwukrotn¹ zmianê w poziomie ekspresji badane-
go genu, np. dla 1,4-krotnej zmiany w poziomie regulacji genu korelacja ta wynosi
ju¿ tylko 40% (30).

Innym zagadnieniem pozostaje posiadanie wiedzy dotycz¹cej przewidywanych
profili ekspresji genów. £atwiej jest sprawdzaæ poprawnoœæ wyniku mikromacie-
rzowego dla genu, którego profil ekspresji jest znany. Jeœli badacz posiada tak¹
mo¿liwoœæ, sugeruje siê, ¿eby wykorzystaæ taki gen do walidacji, choæby w celu
kontroli samego procesu walidacyjnego. Zalecane jest równie¿ sprawdzenie a priori

poprawnoœci otrzymanych wyników z u¿yciem metod in silico opieraj¹cych siê na
wykorzystaniu opublikowanych danych literaturowych dostêpnych w bazach da-
nych, np. NCBI. Przystêpuj¹c do nastêpnego etapu, jakim jest eksperymentalne
sprawdzenie uzyskanych wyników nale¿y umiejêtnie zaprojektowaæ miejsca wi¹-
zania starterów i sond, które zostan¹ wykorzystane w reakcji PCR w czasie rzeczy-
wistym. B³¹d na tym etapie znacz¹co wp³ywa na wynik iloœciowego PCR. Startery
i sondy w miarê mo¿liwoœci powinny obejmowaæ swym zasiêgiem region analo-
giczny do tego, do którego projektowane by³y sondy mikromacierzowe. W litera-
turze nie podaje siê wytycznych wyznaczaj¹cych minimaln¹ liczbê genów, które
powinny zostaæ sprawdzone z u¿yciem PCR w czasie rzeczywistym. Wybór ten
le¿y w gestii indywidualnego badacza, jednak¿e nie ulega w¹tpliwoœci, ¿e im licz-
ba badanych genów jest wiêksza, tym rzetelniejsze oraz bardziej informatywne
staj¹ siê uzyskane wyniki.
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7. Podsumowanie

Technologia mikromacierzy DNA sta³a siê niezwykle potê¿nym narzêdziem ba-
dawczym w rêkach badaczy reprezentuj¹cych ró¿ne dziedziny nauki. W ostatnich la-
tach nacisk po³o¿ony by³ na udoskonalanie technicznej strony metody, aby mo¿liwe
sta³o siê uzyskiwanie powtarzalnych wyników. Teraz, kiedy zosta³a ona ju¿ opraco-
wana, na pierwszy plan wysunê³o siê zagadnienie weryfikacji uzyskanych wyników.
Wœród metod mo¿liwych do zaaplikowania prym wiedzie zdecydowanie PCR w cza-
sie rzeczywistym, i to ta metoda jest w zdecydowanej wiêkszoœci wybierana przez
badaczy. Pamiêtaæ nale¿y, ¿e aby uzyskany wynik by³ miarodajny, weryfikacja musi
zostaæ wykonana w tym samym laboratorium oraz na tym samym materiale biolo-
gicznym, którego dotycz¹ wyniki mikromacierzy (31). Nie nale¿y równie¿ pomin¹æ
kwestii jakoœci i czystoœci badanych prób, od której uzale¿niony jest rezultat prze-
prowadzanej reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Wyeliminowanie czynników zwi¹-
zanych z t³em sprawia, ¿e uzyskany wynik iloœciowy jest ³atwiejszy do interpretacji.

Stosowane skróty

FAM: 6 – karboksyfluoresceina
TET: tetrachloro-6-karboksyfluoresceina
JOE: 2,7-dimetoksy-4,5-dichloro-6-karboksyfluoresceina
HEX: heksachloro-6-karboksyfluoresceina
TAMRA: 6-karboksytetrametylorodamina
DABCYL: kwas 4-(4’-dimetylaminofenylo) benzoesowy
ROX: 6-karboksy-N,N,N’,N’-tetrametylorodamina

Praca finansowana z funduszy projektu badawczego MNiSzW nr N N301 2042 33.
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