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Summary

Real-time PCR has become one of the most widely used methods of gene
quantitation in molecular biology and medical diagnostics. This technique com-
bines PCR amplification and the detection of the PCR product into a single step.
In real-time PCR, the amount of product formed is measured during the course
of the experiment by monitoring the fluorescence of dyes or probes introduced
into the reaction. Fluorescence data are generated by the use of intercalating
dyes such as SYBR Green | or molecular probes, the most important of which
are: TagMan, Molecular Beacons, Hybridization Probes, and Scorpion Probes.
The real-time PCR reactions are characterized by the PCR cycle in which the tar-
get amplification is first detected. This cycle is referred to as a treshold cycle
(Ct), at which fluorescence intensity becomes greater than background fluores-
cence. Consequently, the greater the quantity of target DNA in the starting ma-
terial, the faster the significant increase in fluorescence intensity will appear,
yielding lower Cf The relation between Ct and the concentration of the target
sequence allows for a precise quantitation of the genetic material in the sample.
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1. Wprowadzenie

Opracowana w 1983 r. przez Mullisa i wsp. reakcja tancuchowa polimerazy (PCR,
ang. Polymerase Chain Reaction) umozliwia szybkg (w ciggu kilku godzin) synteze mi-
liardow kopii dowolnej sekwencji genomowego DNA. W skiad mieszaniny reakcyj-
nej wchodzi matrycowy DNA, trifosforany deoksyrybonukleotydéw, startery oraz
termostabilna polimeraza DNA. Pierwszy cykl PCR rozpoczyna si¢ od podgrzania
wspomnianej mieszaniny do temperatury okoto 95°C, w ktorej dochodzi do pekania
wigzan wodorowych wystepujacych pomiedzy zasadami azotowymi DNA, a w kon-
sekwencji do jego rozdzielenia sie na dwa pojedyncze taricuchy. Po obnizeniu tem-
peratury, do warto$ci charakterystycznych dla danej pary starteréw (mieszczacej sie
w granicach od 45 do 70°C) zachodzi ich przytgczanie sie do matrycy. Po ponownym
podwyzszeniu temperatury mieszaniny reakcyjnej (do okoto 72°C) do matrycy
z przytaczonymi do niej starterami wigze sie polimeraza DNA, ktéra przeprowadza
synteze nici komplementarnej do matrycy. W celu uzyskania okreslonej ilosci kopii
powielanego odcinka DNA opisany cykl PCR powtarza sie wielokrotnie (zazwyczaj
od 30 do 40 razy).

Podczas przebiegu reakcji PCR mozna wyrdznic cztery fazy. Podczas fazy wstep-
nej startery odszukuja w obrebie matrycy regiony komplementarne. Powielanie pro-
duktu jest powolne, co wynika z dlugiego czasu potrzebnego starterom na skano-
wanie matrycy DNA w poszukiwaniu komplementarnych sekwencji. Dtugosc tej fazy
jest powigzana z wyjsciowym stezeniem DNA, ktory stanowi matryce. Reakcja tym
szybciej wchodzi w kolejng faze, im wiecej kopii powielanej sekwencji obecnych
jest w Srodowisku reakcji. W fazie wyktadniczej obserwuje sie wyktadniczy przyrost
ilosci produktu. W fazie logarytmicznej wydajnos¢ reakcji zaczyna male¢. W czwar-
tej fazie zwanej stacjonarng (lub plateau) nastepuje dalsze spowolnienie jej tempa,
az do catkowitego zahamowania (1-9).

Tradycyjny PCR przewiduje analize produktow reakcji po jej zakonczeniu, a za-
tem w fazie plateau, kiedy nie jest zachowana proporcjonalna zalezno$¢ pomiedzy
stezeniem uzyskanego produktu i liczbg kopii powielanej sekwencji. W fazie stacjo-
narnej, ilosci produktu PCR uzyskanego w wyniku powielania matryc o réznych
poczatkowych stezeniach docelowej sekwencji s zblizone, zatem oznaczanie po-
ziomu produktu na tym etapie reakcji nie pozwala wnioskowac o poczatkowej ilosci
docelowej sekwencji matrycy. Wykorzystanie PCR do analizy ilosciowej wymaga zi-
dentyfikowania tego jej etapu, w ktérym zachowana jest liniowa zalezno$¢ pomie-
dzy liczbg kopii powielanej sekwencji DNA a okre$lonymi parametrami kinetyczny-
mi reakcji. Wyznaczenie tych parametréw wymaga zastosowania technik pozwa-
lajacych na precyzyjne Sledzenie przebiegu PCR (2-5,8,10,11).

W poczatkach lat dziewiecdziesigtych ubiegtego stulecia Higuchi i wsp. (12)
opracowali technike $ledzenia w czasie rzeczywistym przebiegu PCR poprzez doda-
nie do mieszaniny reakcyjnej bromku etydyny (EtBr) interkalujgcego do dwunicio-
wego DNA. Reakcje prowadzono w termocyklerze z wmontowanym Zrédiem Swiatta
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ultrafioletowego i kamera rejestrujaca zmiany fluorescencji prébek. Sprzezona
z komputerem kamera rejestrowata intensywnos¢ fluorescencji produktu propor-
cjonalnej do stezenia emitowanej przez prébe powielang w kolejnych cyklach reak-
cji PCR. Wbudowujgcy sie w DNA bromek etydyny wzbudzany $wiattem UV emito-
wat fluorescencje, ktdra wzrastata w kolejnych cyklach wraz ze stezeniem ampliko-
nu (3,5). Dzieki temu zmiany stezenia produktu w mieszaninie reakcyjnej mierzone
byly na biezaco podczas przebiegu reakcji (12). Opracowana przez Higuchi’ego
i wsp. technika okre$lona zostata mianem ilosciowej PCR (QPCR) lub PCR w czasie
rzeczywistym (5,9,12,13). W kolejnych latach udoskonalono metody $ledzenia prze-
biegu PCR wykorzystujgc barwnik fluorescencyjny SYBR Green | lub wyznakowane
fluorochromami sondy molekularne komplementarne do powielanych sekwencji
(1,3,5-10,13-16).

2. Zasada $ledzenia real-time PCR

Poziom fluorescencji emitowany przez barwniki interkalujgce lub sondy moleku-
larne jest uzalezniony od stezenia amplikonu obecnego w prébach. W poczatko-
wych cyklach powolne powielanie produktu objawia sie niskim poziomem emisji
fluorescencji, ktora rejestrowana jest jako tto (ang. background) (3-5,8-9,11). W péz-
niejszych etapach wzrastajace stezenia produktow PCR powodujg zwiekszenie flu-
orescencji. Cykl, w ktorym fluorescencja przekracza poziom tla okreslany jest mia-
nem cyklu progowego (Ct, ang. threshold cycle lub Cp, ang. crossing point). W tym cy-
klu badana matryca zostaje powielona odpowiednig liczbe razy, tak ze emitowana
fluorescencja osigga wartos¢ progowa (F, ang. fluorescence treshold) (4,5,7-10,15,
17,18). Od cyklu progowego rozpoczyna sie wczesna faza logaiytmiczna PCR. Im
wiecej kopii powielanej sekwencji obecnych jest w prébie w momencie rozpoczecia
reakcji, tym mniej cykli potrzeba, aby intensywnos$¢ fluorescencji przekroczyta po-
ziom tta. Wyznaczenie cykli progowych dla badanych prébek DNA pozwala na ich
poréwnywanie pod katem zawartosci sekwencji rozpoznawanych przez startery wy-
korzystywane w PCR. Informacja o liczbie kopii analizowanej sekwencji w materiale
genetycznym zastosowanym jako matryca odczytywana jest poprzez poréwnanie Ct
proby badanej z krzywa wzorcowa, skonstruowang na podstawie wartosci Ct uzy-
skanych dla szeregu prob zawierajacych rézne, znane ilosci badanej matrycy (1,3-5,
9,11,19) (rys. 1).
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Rys. 1. Zalezno$¢ pomiedzy kinetyka PCR a wyjsciowg liczbg sekwencji docelowej w powielanym
DNA obecnym w mieszaninie reakcyjnej. Wyzsze stezenia sekwencji matrycowej prowadzg do wczes-
niejszego rozpoczecia fazy logarytmicznej. Q: cykl progowy (ang. treshold cycle) w ktorym akumulacja
produktu nabiera charakteru wyktadniczego.

3. Strategie Sledzenia nagromadzania sie produktu PCR

Do analizy przebiegu reakcji iloSciowego PCR wykorzystywane sg zwigzki fluore-
scencyjne interkalujgce do dwuniciowego DNA takie jak: SYBR Green | oraz komple-
mentarne do powielanej sekwencji sondy molekularne wyznakowane fluorochroma-
mi: Molecular Beacons, TagMan, Hybridization Probes i sondy typu Scorpion (3-5,
7-11,15-17,20-22).

3.1. Fluorochrom SYBR Green |

Fluorochrom SYBR Green | jest barwnikiem fluorescencyjnym interkalujagcym do
mniejszej bruzdy dwuniciowego DNA. Niezwigzany SYBR Green po wzbudzeniu emi-
tuje staba fluorescencje, ktorej intensywno$¢ zostaje zwiekszona o kilka rzedéw
wielko$ci po zwigzaniu sie barwnika z dwuniciowym DNA. Wraz ze wzrostem steze-
nia produktu PCR, wzrasta liczba czasteczek fluorochromu zwigzanego do dwuni-
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denaturacja, 95°C

hybrydyzacja starteréw, 60‘C

elongacja, 72°C

Rys. 2. Wykrywanie produktu PCR za pomocg barwnikéw wiazacych sie do dwuniciowego DNA.
W kazdym cyklu PCR po etapie wydtuzania, obecny w mieszaninie reakcyjnej barwnik (SYBR Green I) -
F interkaluje do powstatego produktu PCR. Pozwala to na rejestracje fluorescencji, ktérej intensywnos¢
jest zalezna od aktualnej ilosci produktu PCR w mieszaninie reakcyjnej.
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ciowego DNA, a tym samym rejestrowany jest wzrost poziomu fluorescencji (1,3,5,
7,8,10,11,15-17,19-23) (rys. 2).

Wadg systemu opartego na SYBR Green jest to, ze podobnie jak bromek etydyny,
barwnik ten, interkaluje do kazdej dwuniciowej czgsteczki DNA, w tym takze do di-
merdw starteréw oraz niespecyficznych produktéw reakcji. W celu wykrycia takich
struktur, po zakonczeniu procesu powielania, przeprowadza sie analize krzywej
topnienia produktéw powstatych w mieszaninie reakcyjnej. Zazwyczaj krzywa top-
nienia generowana jest poprzez powolne podgrzewanie mieszaniny reakcyjnej od
60 do 95°C i jednoczesne state Sledzenie fluorescencji. Wraz ze wzrostem tempera-
tury intensywnos¢ fluorescencji stopniowo zmniejsza sie na skutek wzrostu ruchu
cieplnego czgsteczek zwigzanego barwnika. Jednakze, kiedy temperatura mieszani-
ny reakcyjnej osiggnie warto$¢, przy ktérej nici DNA rozdzielajg sie, czyli tempera-
ture topnienia produktu PGR (Tm, ang. melting temperature), czasteczki fluorochromu
zostajg uwolnione, a fluorescencja gwattownie spada (3,5,8). Nastepnie oblicza sie
warto$¢ ujemng pierwszej pochodnej krzywej topnienia, jesli krzywa topnienia
oznaczymy jako funkcje wartosci fluorescencji F zalezng od temperatury T, to otrzy-
mamy:

F=A(T).
a jej pierwszg pochodng jako:

dT
zatem warto$¢ ujemna pierwszej pochodnej przyjmuje postac:

G=—F
dT

kt6rej maksimum pozwala precyzyjnie wyznaczy¢ temperature topnienia produktu.
Produkty o roznej dtugosci i o réznej sekwencji beda obserwowane jako rézne piki
na wykresie topnienia (rys. 3). Temperatury topnienia (Tm) poszczegélnych produk-
tow, sg cennym zrodtem informacji o specyficznosci reakcji. Specyficzny dla danej
reakcji amplikon, ma zwykle wyzsza temperature topnienia niz dimery starteréw,
topnieje bowiem w temperaturze zblizonej do 80°C. Natomiast dimery starterOw
topniejg ponizej tej temperatury (2-5).
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Temperatura

Rys. 3. Krzywe topnienia dimeréw starteréw (DS) i whasciwego produktu PCR (A) oraz ich pierwsze
pochodne, ktérych maksima pozwalajg wyznaczy¢ temperatury topnienia produktu PCR oraz dimeréw
starteréw (DS) (B). Dalszy opis w tekscie.

BIOTECHNOLOGIA 1 (80) 71-85 2008 7



Anna Studziriska i inni

3.2. Sondy molekularne

Techniki stosowane do analizy przyrostu stezenia ampiikonéw, wykorzystujace
sondy molekularne, oparte sg na zjawisku bezpromienistego rezonansowego trans-
feru energii (FRET, ang. fluorescence resonance energy transfer). Podczas tego procesu
zaabsorbowana energia jest przenoszona z jednego fluorochromu na drugi. W efek-
cie dochodzi do emisji $wiatta, badz tez nastepuje zmniejszenie fluorescencji, jezeli
energia stanu wzbudzenia zostaje przeniesiona na zwigzek wygaszajacy (ang. quen-
cher) (2-5,7,14). Powszechnie stosowanymi barwnikami do znakowania sond w QPCR
sg FAM (6-karboksylofluoresceina), TET (tetrachloro-6-karboksylo-fluoresceina) oraz
VIC (nazwa zastrzezona przez firme ABI, USA). Wymienione zwigzki peinig role
barwnikéw reporterowych, ktérych sygnat umozliwia $ledzenie przebiegu PCR. Przy-
ktadami wygaszaczy sg TAMRA (6-karboksylotetrametylorodamina) oraz DABCfL
[kwas 4-(4’-dimetylo-aminofenyloazo)benzoesowy]. Zwiazki wygaszajgce sg zwykle
takze barwnikami fluorescencyjnymi, lecz dtugosci fal emitowanego przez nie Swiatta
sg znacznie wieksze niz w przypadku barwnikéw reporterowych (4,8,9,14). Niektore
wygaszacze natomiast, rozpraszaja zaabsorbowang energie Swietlng w postaci
ciepta (np. DABCYL) (8).

Sondy molekularne muszg charakteryzowa¢ sie duza specyficznoscig wzgledem
powielanego fragmentu DNA. Istotnym czynnikiem jest takze dobor optymalnego
stezenia starterow oraz sondy, od ktoérego zalezy poziom fluorescencji tta (7,17).
W czasie powielania okreslonego fragmentu DNA, sondy (ktorych stezenie jest
znacznie nizsze od stezenia starteréw) konkuruja z nimi o dostep do komplemen-
tarnego fragmentu. Nalezy réwniez pamietaé, ze zaraz po przylaczeniu starteréw
do matrycy rozpoczyna sie ich wydtuzanie, a powstajgcy produkt uniemozliwia
przytgczenie sondy. Aby temu zapobiec warto$¢ T” sondy powinna byé przynajm-
niej 0 5°C wyzsza od Tm starteréw, co zapewni wczesniejszag hybrydyzacje sondy do
matrycy przed rozpoczeciem wydtuzania starterow i nie zaktdci odczytu fluorescen-
cji (3-5.17).

3.2.1. Sondy TagMan

Sonda TagMan (ktérg mozna nazwac ,,sonda degradacyjng”) jest oligonukleoty-
dem (o dtugosci ok. 20-30 pz) komplementarnym do powielanej sekwencji DNA oraz
do produktu PCR. Na jego 5' koncu znajduje sie barwnik fluorescencyjny, natomiast
na 3' przytgczony jest wygaszacz (2-5,8-10,14,17,22). jesli sonda jest niezhybrydyzo-
wana, to blisko$¢ barwnika i wygaszacza blokuje fluorescencje. Podczas kazdego cy-
klu PCR, sonda rozpoznaje komplementarny region matrycy DNA i wigze si¢ z nim
pomiedzy miejscami przylaczania starterow. W analizach molekularnych wykorzy-
stujagcych sondy TagMan stosuje sie termostabilne polimerazy majace aktywnos¢
egzonukleazowg 5' -> 3'. Dzieki tej whasciwosci, enzym degraduje sonde, przez co
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5
5
denaturacja, 95"C
3
3 5
hybrydyzacja sondy, 70°C
5 3
5
5
hybrydyzacja starteréw, 60'C
3 5

elongacja, 72°C

Rys. 4. Detekcja produktu PCR za pomocg sondy TagMan. Sonda wigze sie z komplementarnym frag-
mentem produktu PCR przed przylaczeniem starteréw. Podczas etapu elongacji nastepuje degradacja
sondy przez polimeraze Tag. W konsekwencji dochodzi do przestrzennego rozdzielenia fluorochromu
- F i wygaszacza - Q, co pozwala na rejestracje Swiatta emitowanego przez fluorochrom.
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nastepuje przestrzenne rozdzielenie fluorochromu i wygaszacza, co powoduje emi-
sje fluorescencji (rys. 4). Pomiaru akumulujgcego sie produktu PCR dokonuje sie po
zakonczeniu etapu elongacji. Podczas fazy logarytmicznej PCR w kazdym cyklu wraz
ze wzrostem stezenia produktu hybrydyzuje z nim wiecej sondy. Podczas jej degra-
dacji dochodzi do uwalniania fluorochromu, a w zwigzku z tym w kazdym kolejnym
cyklu zwieksza sie intensywnos¢ fluorescencji (2-5,10,14,17) (rys. 4).

Podobnie jak jest to w przypadku innych sond, sondy TagMan powinna charakte-
ryzowa¢ Tm okoto 70°C, znaczaco wyzsza od Tm starterow. Dzieki temu, podczas
etapu przylaczania i wydtuzania starterow, ktéry w uktadach eksperymentalnych
wykorzystujgcych sondy TagMan przebiega w 60°C, kompleks sonda-matryca pozo-
staje stabilny. W sytuacjach, w ktérych projektuje sie sondy dla sekwencji bogatych
w AT uzyskanie T” dupleksu sonda-matryca zblizonej do 70°C jest trudne badz nie-
mozliwe. Jezeli Tm dupleksu jest zbyt niska, sonda nie wigze sie stabilnie z matryca.
W takiej sytuacji polimeraza Taq zamiast trawi¢ koniec 5' sondy, spychajg z nici ma-
trycowej (tzw. ,,zrzucanie sondy”) (8).

Zwiekszenie temperatury topnienia uzyska¢ mozna przylaczajgc do konca 3
sondy TagMan czasteczke wigzaca sie do mniejszej bruzdy podwojnej helisy two-
rzonej przez kompleks sondy i matrycy (MGB, ang. minor groove binder). Przyktadem
jest czasteczka DPI3 (tripeptyd dihydrocyklopiroindolowy), ktéra wnika do mniej-
szej bruzdy B-DNA i stabilizuje wigzanie sondy z matrycg (17).

3.2.2. Sondy Molecular Beacons

Molecular Beacons to sondy DNA tworzgce strukture szpilki do wioséw. Sekwen-
cje ,,pnia” sondy sg do siebie komplementarne, za$ sekwencja petli jest komplemen-
tarna do amplikonu. Korice sondy sg znakowane: jeden fluorochromem, drugi wyga-
szaczem (1,3-5,10,17,22). Gdy struktura jest zamknieta, barwnik i wygaszacz znaj-
dujg sie zbyt blisko siebie, aby mogta nastepowac fluorescencja, bowiem blisko$¢
wygaszacza i wzbudzonego barwnika powoduje, poprzez rezonans, przeniesienie
energii wzbudzenia z jednego zwigzku na drugi. W obecnosci komplementarnej se-
kwencji matrycy sonda rozwija sie i hybrydyzuje do niej. Barwnik oddala sie od wy-
gaszacza co umozliwia emisje fluorescencji (3-5,7,10,17) (rys. 5).

Sondy Molecular Beacons uznawane sg za jedno z najczulszych narzedzi stuzacych
do wykrywania mutacji, poniewaz kompleks sonda-matryca musi by¢ termodyna-
micznie stabilniejszy niz struktura spinki do wtoséw. Wystepowanie niedopasowan
(ang. mismatch) pomiedzy sekwencjg sondy a powielanym fragmentem prowadzi do
znacznie wiekszej destabilizacji dupleksu sonda-matryca, niz ma to miejsce w przy-
padku sond liniowych. Faworyzowane jest wtedy przyjmowanie przez sonde struk-
tury szpilki do wioséw. Duza specyficznos¢ wzgledem powielanego fragmentu czyni
z sond Molecular Beacons idealne narzedzie do detekcji polimorfizmu pojedynczych
nukleotydéw (SNP) (3-5,7,10,17).
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5
elongacja, 72°C

5
denaturacja, 95‘C

3 ;
hybrydyzacja sondy, 70°C

Rys. 5. Detekcja produktu PCR za pomocg sondy Molecular Beacon. Podczas etapu denaturacji docho-
dzi do rozerwania struktury szpilki do wtoséw co (po obnizeniu temperatury mieszaniny reakcyjnej)
umozliwia hybrydyzacje sondy do komplementarnego fragmentu produktu PCR. Konsekwencjg powsta-

nia dupleksu sonda-matryca jest przestrzenne rozdzielenie fluorochromu - Fiwygaszacza - Q, umoz-
liwiajagce rejestracje fluorescencji.
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3.2.3. Sondy Hybridization Probes

Hybridization Probes to dwie sondy wyznakowane fluorochromami. Obie sondy
rozpoznajac sasiadujace sekwencje w obrebie produktu PCR hybrydyzujg do nich
w taki sposéb, ze koniec 5’jednej sondy potozony jest w bezposrednim sasiedztwie
konca 3' drugiej sondy (3-5,9) (rys. 6), W obecnosci $wiatla o okreslonej dtugosci fali

5

5

denaturacja, 95’C

3 5
5
hybrydyzacja starteréw, 60*C

T 0
3,

5
elongacja, 72"C

Rys. 6. Detekcja produktu PCR za pomoca sondy Hybridization Probe. Hybrydyzacja obydwu sond do
komplementarnych regionéw produktu PCR umozliwia zachodzenie zjawiska transferu energii rezonan-
su fluorescencji (FRET) pomiedzy fluorochromami FI i F2, ktérymi wyznakowane sg sondy. Rejestracji
fluorescencji dokonuje sie po zhybrydyzowaniu sond z produktem PCR. Podczas etapu elongacji PCR
sondy ulegajg degradacji wskutek dziatania egzonukleazowej aktywnosci polimerazy Tag.
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barwnik umieszczony na koricu jednej z nich ulega wzbudzeniu i uwalnia energie,
ktéra nastepnie jest przechwytywana przez fluorochrom znajdujgcy sie na koricu
drugiej sondy, emitujac fluorescencje. Zatem do emisji fluorescencji moze docho-
dzié¢ tylko, wéwczas gdy fluorochromy znajdujg sie blisko siebie, a zatem na etapie
hybrydyzacji obu sond do matrycy DNA, wtedy tez rejestrowana jest fluorescencja
(3-5,7,17).

Podobnie jak Molecular Beacons, sondy hybrydyzujagce uwazane sg za niezwykle
czute i charakteryzujace sie wyjgtkowg specyficznoscig narzedzie do wykrywania
badanych sekwencji DNA. Jednak wadg ukladéw wykorzystujacych te sondy jest
stopniowe zmniejszenie intensywnosci fluorescencji obserwowane wraz ze wzro-
stem liczby komplementarnych nici amplikonu, ktore rehybrydyzujaé, odtwarzajg
strukture dsDNA uniemozliwiajgc sondom przytgczenie sie do rozpoznawanej przez
nie sekwencji (3). W niektorych sytuacjach dochodzi takze do degradacji sond przez
polimeraze na skutek zaleznej od sekwencji, endonukleohtycznej aktywnosci tego
enzymu (3).

3.2.4. Sondy Scorpion

Sondy typu Scorpion sg modyfikacjg sond Molecular Beacon, z ta rdznica, ze do
jednego z ich koncow dotaczony jest starter PCR. jego koniec 3’jest wolny i pozwa-
la na wydtuzanie po hybrydyzacji do komplementarnej matrycy. Do kofica 5' startera
przytaczona jest sonda molekularna o strukturze szpilki do wtosow. Sekwencja petli
jest komplementarna do produktu elongacji startera, do ktérego sonda jest przy-
faczona. Pomiedzy konicem 5’ startera i 3' sondy znajduje sie element blokujacy po-
limeraze DNA oraz wygaszacz fluorescencji. Koniec 5' sondy wyznakowany jest flu-
orochromem (3,4,7,10) (rys. 7).

Hybrydyzacja sondy z komplementarnym do niej regionem produktu PCR powo-
duje otwarcie struktury szpilki, oddalenie fluorochromu od wygaszacza, co umozli-
wia wzbudzenie i rejestracje fluorescencji. Element blokujgcy dziatanie polimerazy
zapobiega wydtuzaniu konca 3' produktu PCR (7).

Sygnat fluorescencji emitowany jest tylko, wowczas gdy sonda zhybrydyzuje
z whasciwym sobie fragmentem matrycy i barwnik oddali sie od wygaszacza. Do od-
czytu fluorescencji dochodzi zatem na etapie przytgczania sondy do powielanego
obszaru w obrebie DNA. Ma to miejsce po wydtuzeniu przez polimeraze zwigzane-
go z sonda startera (rys. 7). Polgczenie sondy z sekwencja startera zapobiega odczy-
tywaniu przypadkowych sekwencji, znacznie zwigkszajac specyficznos¢ prowadzo-
nej przy jej udziale reakcji (3,4,7,10).
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elongacja, 72'C

3

denaturacja, 95‘C

Rys. 7. Detekcja produktu PCR za pomocg sondy Scorpion. Sonda przytaczona Jest do konca 5' starte-
ra PCR. W kazdym cyklu PCR koniec 3' startera ulega wydtuzeniu przez polimeraze Tag. Nastepnie
w temperaturze 95°C dochodzi do denaturacji produktu PCR oraz sondy. Po obnizeniu temperatury mie-
szaniny reakcyjnej sonda hybrydyzuje z komplementarnym do niej odcinkiem produktu PCR. F - ozna-
cza fluorochrom, Q - wygaszacz fluorescencji,------ element blokujacy aktywno$¢ polimerazy DNA.

84 PRACE PRZEGLADOWE



PCR w czasie rzeczywistym. Istota metody i strategie monitorowania przebiegu reakcji

4. Normalizacja pomiaru fluorescencji

w przebiegu reakcji wykorzystujgcych zaréwno sondy jak i barwniki interka-
lujace czesto wystepujg niepozadane niejednorodnosci w odczycie fluorescencji (2).
W celu korekcji niejednorodnosci odczytu przez uklady optyczne i niejednorodno-
Sci pipetowania, do mieszaniny reakcyjnej wraz z barwnikami reporterowymi, doda-
wane sg barwniki pasywne (ang. passive reference fluorophore), ktore nie wchodza
w interakcje z powielanym DNA, a intensywnos¢ ich fluorescencji utrzymuje sie na
statym poziomie niezateznie od aktualnego stezenia produktu PCR w mieszaninie
reakcyjnej. NajczeSciej uzywanym barwnikiem pasywnym jest ROX (6-karbok-
sy-N,N,N’,N’-tetrametylo-rodamina). Normalizacja danych wyrazana jest jako stosu-
nek intensywnosci fluorescencji barwnika reporterowego do intensywnosci fluore-
scencji barwnika pasywnego. Dla proby badanej (zawierajacej matryce) stosunek ten
opisuje sie jako Rp+. Dla préby kontrolnej (nie zawierajgcej matrycy) w taki sam
sposob wyznaczany jest wspotczynnik Rn- AR, -Rn+-Rn- jest znormalizowana war-
toscig sygnatu fluorescencyjnego generowanego w czasie reakcji QPCR (3-7).

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