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Reakcja lacuchowa polimerazy z anadiz sciowg ocere produktéw reakcji w kadym jej
ilosci produktu w czasie rzeczywistym cyklu. Dzigki temu cata procedura analizy jest
(ang. real-time PCR) jest oparta na klasyczneprosta, bardzo szybka i pozwala wyeliminéwa
metodzie PCR, ktgrKary Banks Mullis opra- etap szacowania produktu po za&eeniu reak-
cowat w latach osiemdziegych (Mullis, 1990). cji. Analiza gPCR umdiwia pomiar ekspres;ji
Pozwolito to naukowcom z categwiata na ta-  kilku genéw w jednej prébce, przy jednocze-
twa i szyblg ilosciowg analiz amplifikowanego snym badaniu kilku do kilkunastu probek (Ny-
DNA (Ferdin i in., 2010). Technika real-time gard iin., 2007). Ze wzgtlu na bardzo nigk
PCR hczy w sobie dwie wane zalety: wysok  stabilng¢ termicza RNA do analizy ekspresji
czutaé¢ reakcji oraz mgiwo$¢ monitorowania metod, real-time PCR wykorzystuje escDNA,
ilosci produktow PCR w kadym cyklu amplifi-  uzyskane w reakcji odwrotnej transkrypcji.

kacji. Higuchi i in. w 1992 i 1993 r. opublikowa- Technika real-time PCR stosowana jest
li pierwsze prace na temat zastosowania technikiakze w celu weryfikacji wynikow otrzymanych
real-time PCR. Wykorzystali oni w badaniu w efekcie zastosowania nowszych analiz, takich
bromek etydyny, ktorego intensywdgofluore-  jak mikromacierze (Nashida i in., 2010; Zhang
scencji po zwjzaniu z nica DNA wzrasta 20- iin., 2010). Ina technik, alternatyws dla reak-
krotnie w poréwnaniu do formy niezgdanej. cji qPCR, mae byt PCR konkurujcy (competi-
Prowadzenie reakcji dwietle UV w celu zobra- tive-PCR). W mieszaninie reakcyjnej umieszcza
zowania DNA oraz zastosowanie nagrywaniasic DNA badane oraz DNA kontrolne o znanym
kamey video doprowadzito na pogiku lat 90.  stezeniu. W wyniku konkurowania o reagenty
XX w. do narodzin metody real-time PCR (Va- ilo$¢ produktu DNA kontrolnego jest odwrotnie
lasek i Repa, 2005). Pierwsze adzenie umea- proporcjonalna do ikei DNA badanego w pro-
liwiajace wykonanie analizy real-time PCR zo- béwce. Umaliwia to obliczenie iléci czste-
stato skonstruowane przez figmApplied Bio-  czek matrycy z doktadsoig, na jalg nie pozwa-
systems. Obecnie wiele firm oferuje w swojej la nawet metoda real-time PCR (Zentilin i Giac-
sprzeday rézne specjalistyczne wdzenia do ca, 2010).

real-time PCR. Technika ta, inaczej zwana quan- Analiza ilgéciowa poziomu ekspresji ge-
titative real time polymerase chain reaction (Q-nu oparta jest na wykorzystaniu kontroli endo-
PCR/gPCR/grt-PCR) Iub kinetic polymerase gennych. Kontrola endogenna zwana jest inaczej
chain reaction (KPCR) jest skutegzmetod,  genem referencyjnym lub kontsolvewretrzng.
analizy ildsci transkrypcji mMRNA ze wzgtu na  Gen mogcy peint funkcje genu referencyjne-
powtarzalné¢ i wysoka czutas¢, porébwnywala  go, tzw. ,housekeeping gene”, ulega transkrypcji
z uzyskiwam przy zastosowaniu konwencjonal- w danej tkance na statym i niezmiennym pozio-
nego PCR patzonego z metedSouthern blot mie. Najczsciej stosowanymi kontrolami endo-
(Espy i in., 2006). W oparciu o techniki fluore- gennymi § geny, petrice wane i podstawowe
scencyjne metoda real-time PCR pozwala na ilofunkcje w komérce (Jura i in., 2006). Dzel
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poziom ekspresji transkryptu, uzyskany dla ba-molekularne” (molecular beacons) oraz sondy
danego genu, przez poziom RNA kontroli endo-hybrydyzacyjne typu FRET. Metody detekgciji

gennej otrzymujemy znormalizowgrwartase,
niezalena od wyjsciowej ilosci dodanej do ana-
lizy matrycy. Wybér gendw maegych peiné
funkcje kontroli wewgtrznej jest bardzo chy.
Najczsciej stosowanymi kontrolamiasgeny:

oparte g na zjawisku transferu energii rezonan-
su fluorescencji FRET (fluorescence resonance
energy transfer). @steczka fluorochromu, ab-
sorbupca okrdlona dtugas¢ fali (reporter), prze-
nosi energi na inny fluorochrom, ktéry emituje

GAPDH (dehydrogenaza aldehydu 3-fosfo-glice- swiatto o innej dtugéci fali niz fala zaabsorbo-
rynowego) if-aktyna Geny te, tak powszechnie wana lub dochodzi do wygaszenia emisji przez

wykorzystywane, nie zawsze dgpdnak zado-
walajgce wyniki. Jak donogzDheda i in. (2004)
S-aktynyi GAPDH w poréwnaniu z innymi ba-

zwigzek wygaszajcy (Espy i in., 2006). Wycie
fluorochroméw emitujcych fale o ranej diugo-
sci umaziwia jednoczesne wykrywanie Kkilku

danymi kontrolami endogennymi nie wykazywa- sekwencji w jednej prébce. Sonda TagMan jest
ly si¢ ekspregj na staltym poziomie w analizo- to krétki odcinek DNA wyznakowany ggtecz-

wanych tkankach. O niestabikww GAPDH
wspominag tak’e McCurley i Callard (2008)

ka fluorescencyjs na kaicu 5’ oraz zwazkiem
wygaszagcym na kacu 3'. Aby wzbudz emi-

oraz Wang i in. (2006). Obecnie prowadzone s sj¢ swiatta casteczka reportera musi zostad-

liczne badania dotygze doboru najbardziej od-

powiedniej kontroli endogennej w zaftesci do

dzielona od wygaszacza. W tym celu stosuge si
polimeraz DNA posiadaica aktywnaé egzo-

rodzaju tkanki, w ktorej analizowana jest ekspre-nukleazy 5'— 3’, ktéra wydhzajac nic DNA

sja. Wyniki uzyskane przez Piorkovesk in.

degraduje od kica 5 zwhzamy z nip sona

(2010) wykazaly,ze w tkance tluszczowej naj- (Livak i in., 1995). Sondy typu TagMan znako-

wyzszy stabilndcia charakteryzuyj sic takie geny,

wane § najczsciej barwnikami fluorescencyj-

jak OAZ1 (ornithine decarboxylase antizyme) nymi VIC, FAM, NED, TAMRA albo ROX.
orazRPL27(60S ribosomal protein L27). Z kolei, ,Latarnie molekularne” (molecular beacong) s

w tkancezotadka dodatkowo wysakstabilngcia

to sondy zblione w budowie do sond TagMan.

wyroznia st genRPS29Ribosomal Protein S29) Posiadaj wygaszacz na kKau 3’ i reporter na

(Oczkowicz i in., 2010). Dlatego, nalekazdora-
zowo dobréd adekwatn kontrok endogenay do

koncu 5’, jednak do ich wzbudzenia polimeraza
nie jest wymagana. Sondy tg¢ dtuzsze oraz po-

badanego genu oraz do tkanki, z ktorej mRNAsiadaj regiony komplementarne do siebie na

zostalo wyizolowane. Wybdr wysokiej jadad

koncach 5’ i 3, przez co w formie nie zydanej

genow referencyjnych ma zasadnicze znaczenie nicig DNA tworza struktue ,szpilki do wio-

dla interpretacji uzyskanych wynikow.
Do detekcji ilgci kopii cONA w bada-

séw”, w ktorej reporter i wygaszacz znajglsje
blisko siebie. W trakcie dziatania warunkow de-

nych probkach w technice real-time PCR wyko-naturugcych sonda TagMan wie sk z poje-

rzystuje s¢ czasteczki wizace sé¢ do specyficz-

dyncz nicig DNA, w wyniku czego traci swoj

nej lub niespecyficznej sekwencji. Detektorami struktug 2-rzzdows. Koniec 3’ oddalony jest od

niespecyficznymi g substancje, ktdre po zyvi
zaniu z dwuniciowym DNA emitgj swiatto
o okr&lonej diugdci fali, s3 nimi m.in. SYBR

5’ i emisja fali fluorescencyjnej reportera nietjes
zaburzana. Sondyybrydyzacyjne typu FRET
zbudowane $ z dwoch krétkich fragmentow

Green |, bromek etydyny oraz jodek propidyny. DNA. Jedna cgsteczka wyznakowana jest fluo-

Metoda ta jest tssza, jednake ze wzgidu na
brak koniecznéci wystpowania specyficznej
sekwencji DNA obarczona jest napkszym
btedem pomiarowym (Espy i in., 2006).
Detektorami specyficznymi ags sondy

rochromem na kicu 5’, druga natomiast na
koncu 3. Kiedy obie sondy przytza sie do nici
DNA w niewielkiej odlegtéci od siebie, mie
zost& zainicjowana reakcja FRET. Wyniki uzy-
skane po #yciu takiej sondy s najdoktadniej-

fluorescencyjne, ktére w swojej budowie zawie- sze, poniewamusz by¢ rozpoznane przez dwie
raja czgsteczki fluorochromu. Analiza pomiaru sekwencje polone w swoim bliskim ssiedz-

ilosci kopii mRNA charakteryzuje siwysolkg
czutcscia i specyficznécia. Najczscie] wyko-

twie (Espy i in., 2006).
Sekwencje sond, jak i starterow do ana-

rzystywane s sondy typu TagMan, ,latarnie lizy real-time PCR mina uzyské z licznych
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publikacji lub zaprojektow@ wykorzystujc  statym poziomie dla wszystkich badanych pro-
specjalistyczne oprogramowanie, takie jak np.bek. W celu standaryzacji wykresu amplifikacji
Primer Express v. 3.0 (Applied Biosystems),od znormalizowanego reportera odejmuje Si
w oparciu o sekwencje znajdag se¢ w genety- wartas¢ linii bazowej. Uzyskana w ten sposéb
cznych bazach danych NCBI (www.ncbhi. wartcé¢ delta Rn ARn) wykorzystywana jest do
nlm.nih.goy lub Ensemble. Sondy oraz startery dalszych oblicze. Prosta odcinaga szumy,
dostpne g rowniez w firmie Applied Biosys- czyli linia progowa, jest to poziomRn usta-
tems w postaci gotowych darycia TagMan®  wiany powyej linii bazowej w celu wyznacze-
Gene Expression Assay. nia wartéci Ct. Linia progowa ustawiana jest
Reakcja real-time PCR przeprowadzanaw fazie wyktadniczego wzrostu reakcji w celu
jest najczsciej na plytkach 96-dotkowych. dokonania najbardziej dokladnego odczytu dla
Standardowa mieszanina reakcyjna — 50 pl zawszystkich badanych prébek. Cykl, w ktorym
wiera: 25 pl TagMan Universal PCR Master- dana probka oggnie poziom linii progowej, jest
Mix, po 5 pul kadego startera (stenie 50-900 nazywany cyklem progowym — Ct (ang. Cycle
nM), 5 pl sondy (250 nM), 5 pl cDNA (10-100 Threshold). Wart& Ct jest logarytmowana
ng) oraz 5 ul wody (TagMan ® Universal PCR i stosowana bezgmednio (metoda poréwnawcza
Master Mix Protocol — Applied Biosystems). Ct) lub pdgrednio do analiz ilé&ciowych. Analiz
Przed analiz ekspresji genu natg wykona&  wykonuje s¢ zwykle w trzykrotnym powtorze-
krzywe kalibracyjne. Jednz badanych probek niu, a nastpnie wyniki wrednia. Liczlg kopii
rozciencza sg, kolejno 10-, 100-, 1000- i 10 000- genu oznaczamy poprzez podstawienie uzyska-
krotnie, zaréwno dla badanego genu, jak idlanego pomiaru Ct do krzywej standardowej. War-
kontroli endogennej. Z wynikdw otrzymanych tos¢ mnazymy przez wydajn& reakcji (tak sa-
po analizie wyznacza giwzor krzywej, co mo dla kontroli endogennej), a ngstie dzieli-
umazliwia doktadne okrélenie wydajnéci re- my uzyskany wynik dla genu badanego przez
akcji. W pocatkowych cyklach reakcji il& kontrok endogeny. W ten sposob uzyskujemy
DNA wzrasta w ildci 2-krotnej na cykl i dzieje znormalizowane wartai, ktére nasipnie ma-
si¢ tak & do osagniccia fazy plateau, w ktérej na porownywa ze soh.
nastpuje zahamowanie reakcji wskutek wyko-
rzystania lub dezaktywacji substratow, takich jak
2'-deoksyadenozynotrojfosforany (dNTPy), po- Podsumowanie
limeraza, startery lub dziatania inhibitorow.
W przypadku, gdy sygnat fluorescencyjny repor- Real-time PCR szybko stateshieod-
tera wzrasta do wykrywalnego poziomu, zostajetaczrg metod, szeroko wykorzystywanw dia-
on przechwycony i w§wietlony jako ,wykres gnostyce molekularnej (Wang i in., 2006). Po-
amplifikacji” (amplification plot). ,Wykres am- wszechnie stosowana jest rown@o okrdlania
plifikacji” zawiera w sobie informacje na temat poziomu ekspresji genow, istotnych dla metod
ilosci DNA lub RNA. Z kolei ,linia bazowa” wspomaganego rozrodu (Lfmki i in., 2003;
(baseline) odpowiada sygnatowi fluorescencjiOpiela i in., 2008, 2010; Skrzyszowska i in.,
emitowanemu przez tto w pierwszych cyklach 2006). Technika ta jest bardzo czuta oraz pozwa-
reakcji PCR jeszcze przed wykryciem amplifi- la na jednoczegnanaliz ilosci ekspresji kilku
kacji produktu. Powsej linii bazowej emisja prébek.
barwnika fluorescencyjnego traktowana jest jako Dodatkowo, wygenerowane przez opro-
sygnat z amplifikacji. W celu wykonania we- gramowanie wyniki, uzyskane z agych do-
wngtrznej Kkalibracji aparatu wykorzystujemy s$wiadczé, mazna zestawi@ i porownywa ze
tzw. znormalizowany reporter (Rn). Jeststn-  soly. Technika ta nie jest jednak bez wad. Do-
sunek intensywnii fluorescencji barwnika re- kladnc¢ wynikéw zaley w duzej mierze od
porterowego do intensywdo fluorescencji  wykorzystanych sond oraz kontroli endogen-
barwnika pasywnego (ROX - oditok fluore- nych. Wad analizy jest stosunkowo wysoka ce-
scencji dla aparatu). Linia bazowa nie jest nana sprztu wzywanego do reakcji qPCR.
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Do przygotowania niniejszego opracowania wykoraystebwniez materiaty szkoleniowe oraz infor-
macje podawane przez producentéw gprzlo real-time PCR.

REAL-TIME PCR — THE MODERN TECHNIQUE FOR GEN E EXPRESSION
ANALYSIS AT THE TRANSCRIPT LEVEL

Summary

Real-time PCR is a technique which was developdté early nineties of the twentieth century. Hoeve de-
spite that fact, this method quickly became angirgkepart of molecular diagnostics.

The aim of this article was to explain in an apptwble way the principles of real-time PCR reaction
cluding advantages and disadvantages of the method.
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