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qPCR, kalitatif ve kantitatif bir tespit araci olarak oldukca popiilerdir. Cogunlukla givenilir, tekrarlanabilir
veriler elde edebilmek icin bir standart egri kullanmaniz gerekir. qPCR standart egrisinin neden ve nasillarini

birlikte inceleyelim:

qPCR Standart Egrisi: lyi qPCR Verisinin Anahtari

ilk bakista, qPCR cok basit bir teknik gibi goriiniir ve optimize edildiginde harika sonuclara yol acabilir.
Calisilan 6rnekte gercekten neler oldugunu yansitan tutarl ve dogru sonuclar elde ettigimizden emin olmak
icin en dogru kontrolleri kullanmaliyiz. Bu temel kontrollerden bir tanesi standart egri grafigi olusturmaktir.

Standart egri grafigi primerlerimizin verimliligi ve DNA kalitesini kontrol edebilmemizi saglar.

Miikemmel qPCR Verileri icin Verimli Primerler Onemlidir:

Bilgisayar basinda bir biyoinformatik yazilimi yardimi ile primer tasarlamasi yaptiniz, NCBI portali araciligi ile
spesifik oldugunu gézlerinizle gérdiiniiz, emin bir sekilde tasarladiginiz primerlerin sentezlenmesi icin siparislerini
verdiniz, primerleriniz elinize ulastiktan sonra bunu bir qPCR deneyi ile test etmek hata yapmamak, yanhs sonuclar
almamak ve zaman kaybetmemek icin bir zorunluluktur.! Bu higbir arastirmacinin istemeyecegi biiyiik bir risktir.
Calismayi1 hemen yapmak icin sabirsiz olmayin ve ilk calismaniz icin mutlaka bir deney deseni olusturun!

Elde edilen ct degerlerinin dogru oldugundan ve gercegi yansittigindan emin olmak 6nemlidir. Tek bir dillisyon ile
yaptiginiz calismalarda aldiginiz ve iyi goriindiigiinii diistindiigiliniiz logaritmik egriler her zaman dogru sonucg
vermeyebilir ve verimli bir sekilde ¢cogaldiginin garantisini vermezler. Bu nedenle primerlerinizi her zaman bir
standart egri ile test etmelisiniz. Bir standart egri grafigi primerlerin ilgili hedefe verimli ve hassas baglandigini

ve uzamayi dogru yaptigini gosterebilir ki bu da kritik bir noktadir.

Bir gPCR Standart Egrisi Nasil Gerceklestirilir?

Bir standart egri grafigi olusturmak icin ayni DNA 6rneginin 10 kat diliie edilmis en az 5 farkli veri noktasinin
miktarlarini kullaninz. Teorik olarak bakildiginda dogru tasarlanmis verimli primerler dogru orantil olarak doz-yanit
egrisi seklinde sonuclanacaktir. Sonrasinda elde ettigimiz Ct degerlerini y eksenine ve mL basina olan log DNA
kopyalarini da x eksenine ¢izmeniz gerekir. Bunun icin ¢cok basit bir Excel dokiimani hazirlayabilirsiniz. Asagida bir
standart egri 6rnegi verilmektedir.

Standard Curve Ct vs Log DNA dilution ikinci 6nemli konu, tekrarlanabilirligi de degerlen-
direbilmemiz icin en az 3 kopya halinde calismak
kesin sonuc elde etmek adina cok daha dogru
olacaktir. Son bir dipnot ise her reaksiyonda
safliklarindan emin oldugunuz DNA'yi pipetaj
yapmak ve kontaminasyon problemini de ortadan
kaldirmak icin negatif kontrol kullanmay:
unutmayin.
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Sekil 1. qPCR Standart Egri Grafigi

Amplificeiien Cervews
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Sekil 2. Ornek Standart Egri ve Ct Degerleri

PCR Verimliligi

DNA molekiiliiniin her déngiide ikiye katladigini diisiinlirsek PR verimlilik araligi %90 ile %110 arasinda olmalidir.
Neden bu deger araligini veriyoruz? Ciinkii reaksiyonlar hicbir zaman miikemmel degildir. Seyreltmeler nedeni ile
bazi hatalar yapildiysa verimlilik %100'ln lzerine cikacaktir. %90'in altindaki degerler icin, inhibitér kontami-
nasyonuna veya diisiik primer verimine sahip oldugunuz yorumunu yapabiliriz.

R? Degeri

R? degeri, korelasyon katsayisidir ve korelasyon icinde iyi bir giiven saglamak icin > 0,99 olmalidir.

Bu deger, her 6rnegin degerleri arasinda iyi bir dogrusal iliski olup olmadigini gérmenizi saglar. Disiik bir deger,
zayif bir seri seyreltmeyi gosterebilir. Bunu 6nlemek icin, seri dillisyonlarinizi yaparken iyi kalibre edilmis pipetler
kullanarak dogru sekilde pipetleme yaptiginizdan ve diliisyonlari iyice karistirdiginizdan emin olun.

Cq Degerleri icin Standart Sapma

Amplifikasyonu gerceklestirmek, hatalar azaltmaya yardimci olur ve R? ve PCR verimlilik degerlerinizi daha
glivenilir hale getirir. Ancak, tekrarlarinizda ¢ok fazla degiskenlik varsa, bunlarin glivenilir degerler oldugundan

s6z edemeyiz.

Kopyalarinizin ne kadar giivenilir oldugunu kontrol etmek icin standart sapmayi (SD) hesaplayin. lyi kopyalar 0,2
SD birim icinde olmalidir. Degillerse, standart egrinizi yeniden yapmaniz gerekebilir.

gPCR standart egrinizden giizel veriler alirsaniz, primerlerin verimliliginden memnun kalma yolundasiniz demektir!
Ancak standart egri verileriniz cok iyi degilse ne olur? iste size iki secenek:

Ya Primerleriniz Verimli degilse?

qPCR standart egri grafiginin orantisiz sonuclanmasi sasirtici bir sekilde siklikla olur; her DNA konsantrasyonu
yaklasik olarak ayni Ct degeriyle sonuglanir. Bu, primerlerin hedefe verimli bir sekilde baglanmadigi anlamina gelir.

Kotii Bir gPCR Standart Egrisi Diisiik DNA ifadesini Yansitabilir

Koti bir standart egri, primerlerden kaynaklanmiyor olabilir. Numunenizde hedefiniz kétii ifade ediliyorsa standart
egriniz yanhs olabilir. Bu hedefin calismakta oldugunuz hiicre tipinde ifade edilip edilmedigini dogrulamaniz
gerekir. Hedefiniz yetersiz ifade ediliyorsa, amplifikasyon icin kullanilan DNA miktarini artirin. Ya da tam tersi...
Bu, sonraki deneylerinizde kullanacaginiz uygun DNA miktarini belirlemenize yardimci olabilir. 1 ng'de iyi bir
amplifikasyon elde etmek varken neden reaksiyon basina 10 ng kullaniyorsunuz? Bu sekilde cok degerli olan

DNA 6rneklerinizi farkli qPCR calismalarinizda kullanabilirsiniz.

gPCR standart egri adimini atlamak cogu zaman cazip gelebilir ama primer verimliligi ve DNA kalitesini degerlen-
direbilmek icin bu adim uzun vadede iyi sonuclar dogurabilir.

Primerlerinizin verimli olmasini saglamak icin baslangicta zaman ayirmak, uzun siirede cok zaman kazandirabilir
ve nihayetinde daha iyi sonuclara yol acabilir!
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